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I. IUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION V OBJETIVOS GE ESTA MEMORIA
A comienzos de los af~os 80 Turro y cotaboradores, con una amplia experiencia en
el tempo de los medios micelares y de sus distintas aplicaciones, describen Ia utilidad que
estos sistemas poseen desde el punto do vista de Ia protecci6n a los estados excitados de
las mol~culas. Poco tiempo despu~s el grupo do Cline Love puso de manifiesto las
aplicaciones aneiftices de los tensoectivos al observar fosforescencia a temperature
embiente. De esta forma Ia fosforimetr(a, cuyas aplicaciones analfticas se habfan visto
limitadas y reducidas durante d6cades debido, a Ia necesidad del emplec de nitr6geno
(quido con Ia felta de reproducibilidad consiguiente, se presentd como une atrectiva
t6cnica instrumental gracias a las mejoras que aportaba Ia tecnolog(a y que permitren Ia
determinaci6n cuantitativa de compuestos mediante t~cnicas de resoluci6n temporal y sin
necesidad del empleo tie nitr6geno l(quido ni fosforoscopios.
Poco tiempo despu~s, y siguiendo en Ia misma (nee tie trabajo, este grupo de
trabajo estudi6 el empleo de distintos tipos tie ciclodextrinas, para observer fosforescencia
a temperature ambiente. Destie entonces, han aparecido numerosos trabejos acerca del
empleo de ciclodextrines y micelas, con el fin tie observer fosforescencia a temperatura
ambiente, a pare mejorar Ia emisi6n fluorescente do numerosos compuestos gracias a Ia
inclusi6n de los mismos en Ia cavidad de Ia ciclodextrina a en el agregado micelar.
Igualmente embos tipos do sustencias so han empleado como agentes solubilizantes en
cromatografia I(quida y pare mejorar las caracter(sticas tie sensibilidad en Ia detecci6n
luminiscente en HPLC. En esta (nee tie aplicaci6n tie las micelas y de las ciclodextrinas,
gracias al incremento de Ia sensibilidad en Ia determinacidn luminiscente tie compuestos
org~nicos, nosostros nos planteamos Ia utilizaci6n de ambos medios.
Las ciclotiextrinas son mol6culas c(clicas, muy peculiares, constituides por un
nt~mero diferente tie residuos tie ID-glucopiranosa, unidos mediante enlaces a-(1-4) y que
dan luger a compuestos do estructura toroidal, cepaces tie alojar en el interior de sus
cavidati a numerosos compuestos, tanto org~nicos como inorg~nicos. Existen tres tipos
tie ciclodextrinas naturales que son Ia a-, Ia 13- y Ia v-CD, formadas respectivamente por
6, 7 y 8 mol~culas do glucopiranosa. Tambi4n se han obtenido las tienominadas
ciclodextrinas sustituidas, cuyos grupos -OH pueden encontrerse sustituidos par grupos
metilo, aceteto, hidroxipropilo, etc.. En el presente trabajo so describe el empleo do Ia a-,
B- y y-CD, es( coma el de Ia hidraxipropil-B-CD y de los an~logos metilados tie Ia B-CD.
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Par atra parte, se han utilizada los medios micelares que inducen Ia solubilizacidn
tie numerosos compuestos de car~cter hidrof6bico gracias a Ia formaci6n tie agregadas.
En esta memoria se describe el empleo tie distintos tipas tie tensoactivos (ani6nicos,
cati6nicas y no i6nicos) can elfin tie observer Ia kuminiscericia a temperatura ambiente de
las mol4culas liposolubles estudiatias.
Los retinaities, entre los que Se incluyen Ia vitamina A (retinal), el retinal y el ~cido
retinoica, son compuestas poli~nicos qua tiespiertan un gran inter6s, tanta tiebido a a
singularitiati tie sus propietiades qui’micas y espectrosc6picas, coma tiesde el punta tie
vista bial6gico, debido al papel qua desempeflan en el praceso fotoqu(mico tie Ia visi6n (el
retinal), en las pracesos tie tiivisidn celular (Acido retinoico) a tiestie el punto de vista tie
Ia nutrici6n coma vitemina esencial para el desarrollo (retinal).
Esta familia tie campuestos a no muestra luminiscencia a temperatura ambiente
(retinal, ~citio retinaico) a bien presentan una ti~bil emisi6n (retinal, acetata de retinilo). Par
ella, uno tie los objetivos tie esta memaria ha sitia Ia abtenci6n tie distintas camplejas tie
inclusi6n con ciclotiextrinas, que permitan mejorar esta emisi6n luminiscente y tambi4n so
inclusidn en el seno tie medios micelares con el misma objetivo. Par otro ado, datias las
peculiaridades observadas en el praceso tie inclusi6n, nos planteamos, no s6la Ia mejara
tie Ia fluorescencia, sino el estudia tie las caracterfsticas del complejo farmatia, tie su
estequiometr(a y tie las constantes tie asociaci6n. Atiem~s, silas complejas formadas san
estables se podr~ Ilevar a cabo Ia cuantificaci6n de los distintos retinoides en soluci6n
acuosa, gracies a Ia solubilizaci6n tie los mismos.
Par Oltima, tenienda en cuenta las peculiaridades qu(micas, en cuanta a Ia
isamerizaci6n c/s-trans que se produce en el retinal que juega un papel fundamental en el
procesa tie Ia visi6n, tiefinimos coma uno tie nuestra objetivas el estudia tie dichas
procesas tie isomerizacidn una vez formatios las complejos de inclusidn con las
ciclatiextrinas y micelas, can el fin tie establecer si estos medios cuyo interior es
hidrof6bica, puetien comportarse de un moda an~loga a coma se tiesarrollarfa el praceso
en los medios bioldgicos, en los qua el entorno apolar lo proporciona Ia protefna
correspond ante.
4 Justificacidn y Ob/etivos
I. JUSTIFICATION ET QBJECTIFS DU MEMOIRE
Au d6but ties ann4es 80, Turro et ses collaborateurs, sp4cialistes ties milieux
micellaires, ant ti6crit I’int~r6t tie tels milieux dens Ia protection ties mol~cules A l’~tat
excit~. Un peu plus tard, dine Love et ses collaborateurs ant mis en ~vitience les
applications analytiques ties tensioactifs dens ‘observation tie Ia phosphorescence A
tempdrature ambiante. Vest ainsi que Ia phasphorim6trie, technique trAs peu utilis4e
pendant ties ann~es, car n6cessitant l’emploi ti’azate liquitie et manquant, tionc, de
repraductibilit~, est devenue un instrument d’analyse trAs intAressant. La d6termination
quantitative ties compos~s par ties techniques tie rAsolution temporaire est alars tievenue
possible, sans avair recours A l’azote liquide, ni aux phosphoroscopes.
Peu tie temps aprAs et dans Ia mAine ligne tie recherche, ce mAine groupe a ~tudi~
l’emploi de tiiffdrents types tie cyclodextrines pour observer a phosphorescence A
temp~rature ambiante. Depuis, de nombreuses publications sant parues sur ‘observation
tie a phosphorescence A temp~rature ambiante ainsi que sur l’am~lioration tie Ia
fluorescence tie nombreuses mol4cules au mayen tie leur inclusion dans Ia cavit6 ties
cyclodextrines ou A l’int~rieur des micelles. Le mAine prac6d6 a 6galement ~t6 utilis6 en
chromatographie liquide, pour permettre Ia solubilisation, et, en HPLC, pour am~liorer Ia
sensibilitA tie Ia ti~tection luminescente. C’est dens le but ti’accroitre Ia sensibilit6 tie Ia
ti~termination luminescente que nous naus sommes int6ress~s aux cyclodextrines et aux
micelles.
Les cyclodextrines sant ties molAcules cycliques trAs particuliAres constitu~es par
un nombre variable ti’unit4s tie ID-glucopyranose, reli~es entre elles par ties liaisons a-(1-4),
qui donnent lieu A ties campos~s tie structure toroYtiale, capables tie lager de nombreux
composAs, organiques comine inorganiques, A l’intArieur tie leur cavit6. II existe trois types
tie cyclotiextrines naturelles: a-, B- at v-CD form6es respectivement tie 6,7 et 8 mal6cules
tie glucopyrenase. Des cyclodextrines substitu6es peuvent Atre abtenues par Ia
remplacement ties groupes hytiroxyles par des groupes mAthyles, acAtyles,
hydroxypropyles, etc... Dans ce travail as utilisations tie Ia a-, Ia B- at a v-CD sont
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ti~crites, tie mAine qua caVes tie I’hydraxypropyl-B-CD et des analogues m6thyl~s tie Ia
B-CD.
Nous avons, ti’autre part, trevaill4 sur lea milieux micellaires, milieux cepables tie
solubilisar tie nambreux compas~s hytirophobas par formation ti’agr4gats. Au cours tie ca
travail, diff~rents tensioectifs (anioniquas, cationiques at non-ioniques) ant 6t4 employ6s
atm de pouvoir observer Ia luminescence des mol&ules liposolubles ~tutii~asA temp4rature
ambiante.
Lea r4tinoYtias, parmi lesquels se trouvent Ia r~tinol (vitamina A), le rdtinal et ‘acitie
r6tinaTque, sont ties composds poly6niquas A propri4t6s chimiques at spectroscopiques
particuliAres. Is sont priinordiaux ti’un point tie vue biologique, dens Ia processus
photachiinique tie Ia vision Ge r6tinal) at dens Ia division cAllulaire (l’acitie retindfque), at,
ti’un paint tie vue nutritionnel, en tent qua vitainine essentielle pour Ia ti~valoppemant (Ia
r~tinol).
Les compos6s tie cette fainille ne donnent pas tie luminescence A tamp~ratura
ambianta (cas tiu retinal at tie ‘acide r~tindique) ou na prdsantent qu’ une faibla 4mission
(cas du r6tinol et tie l’ec6tate tie r6tinyle). Ainsi, l’un ties abjactifs tie ce travail 6tait
d’am4liorer I’dmission luminescente par ‘obtention tie complexes d’inclusion avec las
cyclatiextrines ainsi que par l’inclusion dens des milieux micellaires. D’eutre part, nous
evans 6tudi4 lea caract4ristiques ties complexes form~s, laur stoechiom~trie at leurs
constantes d’association. En atfat, Ia formation de complexes stables permettrait une
quantification ties diff4rents r4tindities en solution aqueuse grAce A leur solubilisation.
Enfin, A cause ties particulerit4s chimiquas tie l’isoin4risation c/s-trans tiu r6tinal,
mol&ule au rOle capital tians Ia pracessus de Ia vision, nous nous sommas attach~s A
~tudier Ia photoisom4risation, aprAs formation tie complexes ti’inclusion avec les
cyclodextrines at les solutions micellaires, at in d’4tablir si tie tels milieux, hydrophobes A
l’int6rieur, se comportent tie faqon analogue aux inilieux bialogiques oCi c’est une prot6ine
qui est responsable tie ‘environnement apolaire.
6 Justificacidn y Objetivos
ILPARTE TEORI~A

ll.A RETINOIDES
ll.A.1 PAPEL BIOLOGICO GE LOS RETINOIDES
Las sustencias con activitiati vitami’nice A, son aquallos compuestos, distintos tie
los carotanaides que poseen cuelitetivemente Ia activitieti biol6gica del retinal (vitamine A).
El t4rmino retinaitie es un t~rmino general que incluye tanta a las compuestas neturales
can activitieti tie vitamina A, coma a las anAlogos sint~ticos del retinal, ye seen con a sin
activitiati biol6gica. Par tanta, cuando hablemos tie “retinoities” a Ia argo tie esta memarie,
nas referiremos a Ia familia tie mol~culas qua incluyen el retinal, el retinal (retinaltieh(tio),
el Acido retinoica y sus anAloaos sint~ticos (FIGURA 1).
En un principia Ia importancia tie estas mal4cules se centrd en las Areas tie Ia visi6n
y tie Ia nutrici6n, pera en Ia actualitiati se ha extendido el intar~s que presenta Ia biolog(a
y Ia qu(mica tie estas molAculas a Areas mAs amplias de Ia investigaci6n biol6gice y m~tiica.
Se sabe que los retinoities son mediatiores funtiamenteles tanto tie Ia tiiferenciaci6n coma
tie Ia prolifereci6n celular, y perece qua pueden jugar un papal iinpartante en cl(nica, came
ocurre can los estaroities. A peser tie que el problema del mecanisino molecular tie Ia
acci6n tie las retinoities en el control tie Ia prolifereci6n y tie Ia tiiferenciacidn celuler
permanece at2n sin resolver, existe abuntiante bibliogreffa sabre esta tame
Dabido al importante daserrollo tie nuevas retinoities pera Ia pravenci6n y el
tratamiento tie diversas enfarmedades, particularinente en las Areas da oncalog(a y
dermatolog(a, ha hebido un incrementa notable en Ia investigacidn tie Ia toxicologfa tie los
retinoides y tie su interacci6n can el sistema inmunal6gico. El tiesarrallo tie las tAcnicas tie
cultiva celuler ha facilitado el estudio tie los efectos tie las retinoities a nival celular. Una
conclusidn fundamental tie estos estudias as Ia tie que las retinoities son agentas muy
potentes en el control tie Ia tiifarenciacidn y Ia proliferaci6n celular. En este santido han
jugado un papel particulermente notable ayutiantio a camprender el prablema tie Ia
tiiferenciacidn tie las cdlulas malignas. La capacidad tie los retinaides pare tietener Ia
pragresi6n tie las cAlules premalignas a tie inducir Ia diferenciacidn terminal tie las cAlulas
malignas, ha influido tie farina notable an al campo tie Ia investigacidn del cAncer y hace
cancebir Ia esparanza tie encontrar nuavas modalidadas tie prevenci6n y tratamianto del
misma, qua puedan remplazar al usa tie sustancias altamanta citot6xicas a los enfermas.
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Par atro ado, se han conseguido ~xitos clfnicos con estas mol4culas an al
tretamiento tie determinadas enfermededes tie La piel, clue anteriormente eran refractarias
a atra tipo tie terapia.
ll.A.2 NOMENCLATURA
En 1982, Ia IUPAC-IUB tii6 una serie tie raglas para Ia nomenclature tie a
vitamina A y sus tierivados, que son las qua se utilizarAn a Ia argo tie asta mamaria. Las
estructuras bAsicas se canocen con los nombres tie retinal, retinaltiehfdo, (corrientemante
Ilamado retinal) y Acido ratinoico; estas nambres hacen siampra referencia a los
campuastos tatio-trans.
Pare numerar los Atomos tie carbano tie los retinoides naturales (retinal, retinal y
Acitia retinoica) as( coma los tie los compuestos cuyos esqueletos carbonatios tieriven tie
estos tres, las Chemical Abstracts han utilizatia el asquama que ha seguitia Ia IUPAC pare
los caratanoides (FIGURA 2). IDa acuertia can esta asqueme num~rica se pueden nombrar
los is6meros geom6tricas a las campuestos sustituitios tie farina clara y sencilla, p6r
ejempla Acido 13-c/s retinoico a 3-hidroxi-retinol (FIGURAS 3 y 4).
Sin embargo, pare nambrar los retinoides tie farina sistemAtica hay qua user un
esquema tie numeraci6n tiuferenta y consitierar al Atomo tie carbano unido el grupa
funcional coma el carbana 1. El nombre sistemAtica pare el retinal sarfa par Ia tanto toda
trans 3,7-dimatil-9-(2,6,6-trimetilciclohex-1 -en-i -il)-nona-2,4,6,8-tatraan-1 -01.
Los derivados del retinal se nombren coma tierivatios tie retinilo, par ejempla
aceteto tie retinilo a retinilamina. Los tierivados del Acido retinaica se nombran coma
tierivados del Acitia carbaxflica, e.g., retinoeto tie etilo a N-etilretinamitia. Los campuestos
tierivadas del retinal se nombran coma tiarivatias eldeh(dicos a coma campuestos
sustituidos par el extramo retiliti~nico bivalante, e.g., retinal oxima a N-retinilitieno-1-
aminopropan-2-al.
Meracen una especial atenci6n los retinoities qua poseen sustituyentas adicianalas
an Ia cetiena lateral alaffnica. Si camparamos Ia tiesignaci6n astereoqu(mica del todo-trans
retinoata tie etilo can Ia misme mal&ula qua se encuentra sustituitia en Ia pasicidn 10 par
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un Atomo tie fluor, tiebido a Ia priaridad tie los sustituyentes en los tiobles enlacas, el
prefijo estereoqu(mico debe cambiarse tie trans a cis, a pesar tie que Ia configuracidn tie
Ia catiena lateral tetra6nica permanezca inalterada (FIGURAS S y 6).
II .A.3 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS V ESPECTROSCOPICAS
Cuantia se ragistran los espectros tie absorci6n y emisi6n tie una tieterminatie
mol~cula, los picas que se puetien observar estAn relacionatios con las transiciones entre
las niveles energ~ticos tie Ia misma. Sin embargo, no totias las transiciones entre nivales
puetien tener luger. Existen una sane tie transicianas qua estAn “prohibitias” par unas
reglas tie selecci6n, algunas tie las cuales estAn estrechainente relacionatias con las
caractar(sticas tie simetr(a tie Ia mol4cule. Un ajemplo clara Ia tenemos en el caso tie las
transiciones entre niveles electr6nicas, dontie el comportamiento sim6trica tiel momenta
dipolar se puetie utilizar pare detiucir las reglas tie seleccic5n.
En cualquier caso, Ia influencia tie Ia simetr(a tie Ia mol4cula en los niveles
energ6ticos es un hecho experimental; una mal4cula muy sim~trica tentirA sus niveles
energ6ticos muy tiefinitios, con determinatias transicianes prohibitias par las reglas tie
selecci6n. Sin embargo, pare sistemas tie simetrfa mds baja (coma en el casa tie las
altieh(tias poli~nicos, si se compare con los polienos), prActicamente totias las transicianas
Ilegen a estar permitides, aunque sea ti4bilmante. Las caracter(sticas tie simetr(a tie una
mol~cula sa panan tie manifiesto al sametarlas a ciertas operaciones (tie simetr(a), Ia qua
implica que tiespu4s tie haber efectuado dicha operacidn tie simetr(a Ia mol6cula as
indistinguible tie Ia mol4cula original. Entre estas aperaciones podemos citar:
1. Rotaci6n (2ff/n) redianes alredetior del aja principal tie simatrfa.
2. a; Raflexidn respecto a un pIano qua contenga al eje principal.
3. Reflexi6n respacto a un piano normal al eje principal.
4. lnversidn: cualquier punto se trensforma en su megan a travAs del origen.
5. Operaci6n itientidati E que deja inalterada Ia mol6cule.
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Par ejempla, mal~culas coma F2, Cl2 a H2 paseen un eje tie siinatrfa tie tipo 02 (el
eje tie Ia moi6cuia), edemAs tie qua cualciuler piano qua cantenga ese eje, as un piano a~.
Asimisina, Ia mol4cula del tipo 8013 tiene un eje C~ edemAs tie que el piano tie Ia molAcula
as del tipo
0h• Par muy cornplicada que sea una malAcula existen sdlamanta trainta y dos
cainbinaciones a grupos duferantes tie elementos tie simetr(a. Nosatros haremas referencia
~nicamentea las qua se tienotan par C2h (con elementos tie simetr(a E, 02, 0h’ i) y C2v (con
elementos tie simatr(a E, 02, 2o3 al ser los mAs ralacionatias con las molAculas estudiadas
an esta memoria.
Es importante seflalar qua las funciones tie onda tie los orbitales maleculares
(combinaciones lineales tie las funcianes tie onda de los Atoinos qua las camponen) pueden
ser siinAtricas (no cambian tie signo) a antisim4tricas (cainbian tie signo) frante a las
operacionas tie simetrfa tie Ia inol4cula. Estas funcianes tie antia reciben una notaci6n tiatia
segiin sean sus caracter(sticas:
- A a B indican que Ia funci6n tiene respectivainente signa + 1 (as sim4trica) 6-1 (as
antisim4trica) frente a un elemento del tipo Q alretietior del eje principal. -
- El (ndice 1 6 2 induce + 1 6 -1 frente a un operatior o~ (pare los grupas C~j.
- El sub(ntiice g 6 u induce + 1 a -1 frente a Ia inversidn i.
- Cuantia frente a une oparecidn del tipo 0b Ia funcidn es sim4trica (+ 1) a
antisiin4trica (-1), se induce mediante el signo + 6 - respectivemente.
Pare los campuestos de tipo poli4nico se habla en Ia bibliagraf(a tie simetr(a tie tipa
02b [1988 PP 3691. Se sabe qua el estado fundamental as del tipa Ag miantras que existen
cuatro estatios monoexcitatios, dos tie ellos tie tipa B~ y dos tie tipa Ag~ Las reglas tie
selacci6n intiican qua las dnicas transiciones permitides son las qua se protiucen tiastie el
estatia fundamental hacia estedos B~. Si se retiujera Ia simetrfa tie Ia inol4cula, par ejemplo
tie 02h a C2v, habrfe mAs transicionas permititias camo ya se comentd anteriarmanta.
AtiemAs, si se incluyeran pracesos tie absorci6n tie dos fatones, las reglas tie salecci6n
parn-,itir(an transicianes tie tipa g —* g a u -. u, aunque este tipo tie transici6n nose observe
normalmente.
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Finalinente cornentaremas otro aspecto tie care a Ia nomenclature que sa utilize
normalinante en Ia bibliograffa. En ella sa suele einplear Ia notaci6n caracter(stica del grupa
tie simatrfa C2, pare las derivatias tie retinal, eunque no pertenezcan a este grupo (tie
hecho su simatr(a as inferior). Esto es as( tiebido a que a pesar tie haberse reducido mucho
Ia siinetr(a geomdtrica, no Ia ha hacho en el inismo prado Ia simetr(a electr6nice, esta as
Ia correspandiente a las funcianes tie onda. Coma las transicianes se praducan entre
astados electr6nicas, ocurra qua sus aspectros “guarden inemoria” tie Ia siinatrfa original.
Es par ella que cuantia sa habla tie estatios Ag a B~, nos astamos realmente refirientia a
estados qua son tie tipo Ag a 8~.
ll.A.3.1 CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS IDE LOS POLIENOS Y LOS
RETINALES
Antas tie comenzar a hablar tie las retinales, varnos a comentar brevemante algunas
ceracterfsticas tie las palienos. Sagiin Zechmeister [1962 LII las polienos tie cadena larga
exhiben un com~orfamierit6&otistant6 con respecto a Ia lniehsidad Vie pdsici6n tie sus
tres bandas tie absorci6n principales.
La banda principal (banda I) carrespontierfa a une trensicidn del tipo n- n~ tiestie
un estado 1 Ag a un estado 1 B~ ~ Esta benda tiena coma caracter(sticas el qua se tiasplaza
hacia el rojo al auinentar Ia longitud tie Ia cadena y que es mAs intensa en las is6meras
trans, vidndose debilitetia cuanda axisten enleces c/san Ia cadena [1980 JACS 488]. En
los retinales, esta banda as ancha y sin estructura, tanto a 77 K coma a temperatura
ainbiente. Ella se tieberfa a Ia interacci6n antre el anilla B-ianolidano y Ia cadena
poli4nica, con Ia consiguienta tarsidn alrededar del enlace C~ - C7, sianda los rasponsables
par tanta los conf6rineras 6-s-c/s [1978 JPC 2081].
La banda II as Ia qua prasanta mayor dificulted en su esignaci6n espectroscbpice.
En los polienos esta banda tiene coma caracter(sticas at que se salapa ostensiblementa con
Ia banda I, disminuyenda en intansidati conforme auinenta al nt~inero tie tiobles enlacas tie
Ia cadena pali6nica y presententia astructure fine a baja temperature. Totios los autoras
parecan ester tie acuerda an esto y en el hecho tie qua es inAs intense en los is6meros cis.
Las discrepancies aperecen funtiainantalmenta a Ia hare tie atribuirle una asignaci6n
espactrosc6pica.
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Pare algunos autores coma Becker y Das 11978 JPC 2081], esta bentia pravantirfa
tie una absarci6n lAg 1B~ y los conf6rineras 6-s-trans presentas en Ia soluci6n en un
10% ser(an los respansables tie su aparici6n (FIGURA 7). Sin embargo para Honig y Dinur
[1980 JACS 4881 a Ia bantie a 280 nm (bantia B) qua es a Ia qua Zcheiineister tienainina
pica cis, Ia carraspondar(a una transici6n tie tipo 1 Ag~ lAg + ye que gene en intensitiati a
pertir del astatia Ag ~ Pare atros autares coina Birge y cal. 11975 CPL 451], Ia banda a
280 nm correspontierfa a une transicidn tie tipo n — n~, aunque asta apini6n no parece ser
compertide par nedie mAs. La qua si parece estar clara as al hecho tie qua exista
estructure fine an esta banda B praviene tie las canf6rmeras c/s cesi pianos.
Las discrepancies que surgen en torna ala bantia B se raflejen an a falta tie acuertia
qua exista cuantia se heble tie Ia bentia ‘, que es Ia menos intense tie las tres. Este bentia
as en general ti6bil y estA mel tiefinitia en las is6meros trans tie las polienos, aunque se
distingue bien y es relativemante intense en las is6rneras cis, pricipalinente an las
tarininales coma el 13-c/s. La banda a 280 nin es sin embargo inAs intense cuentia las
dables enleces son centreles. Pare Backer y Des, esta benda correspantie al pica cis, es
decir praviene tie una trensicidn del tipa 1 Ag —. lAg eunque pare Dinur y cal. 11980 .JACS
4881 Ia asignaci6n tie Ia bande y es una cuestidn que a6n permanece sin resolver, no
atrevi6ntiasa a asignerle ningOn tipo tie transicidn.
En definitive, se puede decir que en las espectras tie absarci6n, al estado mAs baja
responsable tie las trensicianes tie tipa a -. n~ puede cainbiar su ardan tie energ(a en
funci6n tie
1. La longitud tie Ia cedene.
2. La neturaleza del is6mero geoin~trico y del conf6rmero pare una inisme langitud tie
catiena.
3. La pratanacidn a no del nitrdgeno en el caso tie Ia base tie Schiff.
AtiamAs axiste un estada (n,n*) pare cualquier derivada que cantanga Atainos can
electranes no enlezantes tales coma aldeh(da, cetona y bases tie Schiff. El estedo (n,n*)
puetie ser tie mayor a manor energ(a qua el esteda (a, ~*), hecha que tiapentia
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fundamantelmente tie Ia langituti dale catiena paliinica yen manor meditia tie Ia neturaleze
del is6inero geamitrica. Pare Des y Becker, Ia intensidad del estatia excitado mis baja
resulta sin embargo dernasiado elevatia coma pare qua Ia correspantia une transici6n del
tipa n — n~.
ll.A.3.2 CARACTERISTICAS IDE EMISION EN LOS RETINALES
Las cerecter(sticas tie emisi6n tie las retinelas hen sida estudiatias principalmente
par Becker y cal. 11976 JPC 2265]. El astado singulete mis baja en los retinales secos en
salventas tipo alcana saca es probablemente un asteda tie cerictar (n,n*). En estas
trabajas, los resultados mis impartantes indican qua no se observe fluarascencia pare al
totia-trens retinal y el 13-c/s retinal a cancentracianes bajas en condicianes secas cuenda
el soiventa as tie tipo apr6tico, hecho qua se produce pare cuaiquier temperature. Cuando
se observe fluorescencia pare este tipo tie campuestos existen par tanto dos pasibilidaties:
- Que iste sea debida a las especias que se encuentren unidas par puentes tie
hitir6geno.
- 0 debida a qua se pueden farmar d(meras, en al casa tie los retineles secas en
solventas secos cuantia Ia cancentracidn es Ia suficientemanta alta.
En este Ultiino casa, el comporteiniento as distinto del tie las espacias unities
inedianta puentas tie hitir6geno y se cree qua Ia fluorescancia se tiabe entonces a Ia
farmaci6n tie d(maros. La farineci6n tie d(ineros potir(e causer un ceinbia en Ia natureleze
del astado singulete mis baja con Ia cansiguiente apericidn tie fluarescencie. Este hecho
potirfa ser explicer Ia depentiencia adicianal del rendiiniento cuintico tie fluarescencia
aparanta qua se produce al varier Ia longitud tie onda, Ia qua se raflaje en Ia falte tie
concordancia entra el espectro tie excitecidn y el tie absorcidn.
Norinalmente ninguno tie las is6inaras geoinitricos del retinal muestra fluorascancia
a fosforascencia a 298 K en solvantes sacas hitirocarbonados a concentrecianas del ortien
tie 5x105 M [1973 JACS 8223111976 JPC 2265111976 JACS 7099] [1978 JACS 2626].
Si se tiisminuye Ia temperature en prasencia tie un disalventa capez tie farmer enlaces par
puentes tie hidr6geno, el rendimiento cuintica tie fluarascencia se incramenta tie farina
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considerable 11979 JACS 3283]. En aste caso hey edemAs une tiapantiancia impartente
tie Ia fluarescencia con Ia longitud tie antia tie excitaci6n. Se ha vista qua este hacha se
tiabe a Ia coexistencia del retinal unitia mediante puantas tie hitir6gana y del retinal libre
y no einisor. El retinal libre (no unida par enlaces par puentes tie hitir6gena) tentirra coma
estatia mAs baja un estetia tie tipa (n,n*) no siendo par tanta fluorascenta, miantras qua
el retinal unida par puentes tie hitir6geno tentir(a coma astatia singuleta mAs baja un
estado (~,~*) y serfa fluorescente (FIGURA 8).
El randiiniento cuAntico tie fatoisoinerizeci6n ~, tie los retineles verfa tie farina
significative can el disalvante (si as capaz a no tie farmer enlaces par puentas tie
hitir6gena) y puetie ser haste ocho vaces menar en metanol qua en un hitiracerbura 11976
JACS 4189]. El etanol parece ser un tanto especial ye qua 0~,, as haste tras vecas mayor
qua en un hitiracarburo (y unas 50 vaces mayor qua en matanol) [1981 JACS 73891. La
tiistribuci6n tie los is6maras y su 0~, (randimienta cuAntica tie fotaisoinerizaci6n) puetie
varier tie farina signicetiva can el disolvente [1970 PP 249].
ILA.3.3 CARACTERISTICAS DE EMISION IDE OTROS RETINOIDES
Tenta el retinal coma el ecetata tie retinila son sustancias fluarascentas. Ye en
1969, Thompson intiicd qua Ia mayarfe tie las isdinaros del retinal muestran fluarescencia
a tainparetura ambiente (rendimienta cuAntica tie fluarescencie 0~ 0’0 1), Ia cual se
incrementa unas veinta veces a 77 K pare el todo-trens retinal y at acetato tie retinilo. En
metenol $~ tiisininuye aproximatiamente dos a tres veces si sa compare can un salvente
hitiracarbanado. Pasteriarmante se ha calculada el valor tie 0, pare al todo-trans retinal y
at Ater tie ratinilo en distintos salventas yen funcidn tie Ia teinperetura, confirmAntiase qua
el valor tie ~, a temperature ambiante pare el todo-trans retinal as tie 0’02-0’03 y tie 0’02
pare el Ater. Sin embargo aunque a baja temperature (77 K) 0~ aumente sustancialmente
pare ambas coinpuestos, al incrementa as mayor pare al Ater qua pare at alcohol (20 vecas
frente a 13). La adici6n tie un tianatiar tie protanes (coma par ajamplo un alcohol) a tie un
salvente aceptor (coma los ~teres y las amines) a bien no efecta al valor tie ~ a
temperature ainbiente a puetie protiucir un aumanta tie haste un 60% an su valor. A
77 K puaden abtenerse valores a~in mayores ($f = 0’54) [1980 PP 739] 11979 PP 1001].
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Ye qua el proceso tie fatoisamerizaci6n as un praceso qua compita con Ia
luininiscencia, se hen Ilevado a cabo estudias pare calculer el rendiinienta cuAntico tie
fotoisamerizaci6n (@~) tie astes mol6cules. El rentiiinianta cu~ntico tie fataisomarizaci6n
del tada-trens retinal a temperature ambiente, si suponemos qua se farina el is6mero
1 1-c/s. es tie 0’011 en hexeno y 0’15 an metanal. Se cree qua el aumento tie 0~ en
salventas poleres se tiebe a qua se produce un radical libre a un ion R~ pare el cual se
ogre una mayor isomerizaci6n, pratiuci6ntiase par tanto mAs is6inera 11-c/s 11976 LII].
SegCin Takemura [1980 JACS 2604], tanto las is6maras 9-c/s y 13-c/s coma totia-
trans del Acitio ratinaico muestren velores elevedas tie 0~ (O’2-0’6) a 77 K en salventes tie
tipo alceno. Los rendimiantos cuAnticas sarfan mAs altos que pare los retinalas y inucho
inAs qua pare el retinal y las bases tie Schiff y no muastran tiepentiancia can Ia
temperature [1973 JACS 8223] 11979 PP 1001]. Sin embargo as muy significativa el
hecho tie qua no sa puatia detecter fluarascencia pare el Acida retinoico ni pare el tatia-
trans ratinoata tie matila a teinparatura ambiente (0f s 10~~). Estas resultatios son
comparebles a los qua se abtienen pare las retinales y las bases tie Schiff, mientras qua
anal caso del retinal y el ~ter, estos muestran fluarescencia a temperature ambianta comb
ye indicamos enteriorinente.
No estA dainesiado clara Ia neturalaza tie Ia ainisidn qua se produce an esta tipo tie
mal6culas, as tiecir si se treta tie fluorascencia a tie fasfarescencie. En el ceso del Acida
ratinoico y sus 6staras, no se he observetia fasforescencia a ninguna temperetura (at
menas hesta -1000C) y an nigiJn tipo tie salvente a mazda tie alIas. Detas obtenitias
inediante fuentes tie redieci6n tie lAser pulsante indicen qua los estados singulata y triplate,
ye seen tie carActer (n, ri coma (~j~*), que se encuentren implicetios en el cruce tie
sistemas aficaz en los retinales y otras altiehitios y cetanas tie tipa pali6nica, sa
encuentran localizatios a energfas tiemesiatia altes coma para aster involucretios en un
cruce de sisteines en el caso tie los distintas is6ineras del Acido retinaico y los ratinoatos.
Finalmente as iinportanta camentar qua tento anal casa del retinal coma del Acitio
retinoico se puatian farmer ti(maras. En el caso del Acitia retinaico se farman puentes tie
hidr6gano intermolecularas qua afacten at oxfgano del grupo cerbonilo qua se encuentra
canjugedo can Ia cetiane pali~nice (I). En ambos cesos puade heber enleces par puentes
tie hitirdgeno qua efecten al grupa carboxilico qua no estA canjugado can a catiana (II)
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(FIGURA 9). Pare el Acitia retinoico los ti(inaros puetien existir en solventes tipo alcano
haste en une proparci6n tie aproximadamente el 50%, inientras qua en solventes tie tipo
alcohol funtieinentelmanta Ia qua existe as el mondmero, coma ocurra en general pare el
retinal a temperature ainbiente. A 77 K, an embas casas to predominan los d(maros.
Il.A.4 TECNICAS INSTRUMENTALES EN EL ESTUDIO DE RETIr’JOIDES
Destia al punta tie vista tie Ia asDectrascaDie tie resonancia mapn6tice nuclear
(RMN), se ha publicatia un gren n~mero tie espectros H-RMN y ‘3C-RMN tie los isdineros
tie los ratinoides, tanto naturales coma sint6ticos [1979 IJVNR 347] [1979 JC 113], Ia
cual hace nosible en Is inavnr(s tie los essos el nne-lnr clntprmin~r Ia rnnf in. rc.riAn de una
nueva inol~cule partenaciente a esta familia. En Ia sintesis tie nuavas retinaities se utilize
tie farina rutinerie un espectra RMN pare estabiacer tie rnado conctuyanta Ia estructure dat
compuesto realinente sintetizado [1981 HCA 2746].
La espectroscopia ‘3C-RMN as un mdtoda aspectroscdpico excelenta pare Ia
determinaci6n ripida y precise del artieneinienta est6rica an retinoities y cerotenaides.
Cede increinento an Ia interacci6n est4rica (par ejemplo en al cesa tie mol6culas qua
poseen una canfigureci6n cis) cause un tiesplazamienta tie Ia satNal carrespandiente hecfa
campo inAs alto, iniantres qua una tiisminuci6n del impedimenta est&ico produce una set~al
hecie cainpo inAs baja.
Mediante espectroscopia ‘H-RMN ha sido posibla demastrar qua las catienes
tetra4nices del tad a-trans retinal, y tie los is6ineras 9-c/s y 13-c/s edoptan en soluci6n une
canformaci6n planes-transalolargodatatia lecetiane [1969 N825] [1975 JACS 1023].
Par otro ado, el 11-c/s retinal as pIano ~niceinanteen las ragiones comprenditias entra los
carbonos C
7 at C,4 y del C,3 al C,5. En soluci6n, las dos canf6rmeros 12-s-c/s y 1 2-s-trans.
estAn en equilibria y sus energ(es difieren en menas tie 1 kcal/mol. Las bajes tainperaturas
favoracen el canf6rinero 12-s-trans.
Destia el punto tie vista tie Ia esnectroscooia tie ebsorci6n ultrevialate-visible
podemos sei~ielar qua el coeficiente tie ebsarcidn molar pare el 11-c/s retinal as
reletiveinente baja par Ia qua he sida abjeto tie numerases investigecionas. El equilibria an
soluci6n entre Ia conformaci6n 12-s-c/s y Ia 1 2-s-trans. mAs establa, depentie tie Ia
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temperature y del disolvente empleeda. Ambas conformeciones sa encuentren bestanta
giradas par to qua results tiiffcil splicer reglas simples para lever a cabo las esignacianes
aspectrosc6picas en el caso tie aste is6mero.
Asimisma hay qua saf~alar qua el 9,11,1 3-tnt/s y eli 1,13- tic/s retinal ebsarban
a longitudes tie onda cortas debido a qua estes mof4culas poseen sistamas tie dobles
enlacas con un alto grada tie torsidn. Las intensidetias relatives tie Ia bentia a, qua as
narinalinante Ia mAs intense en at caso tie los retinales y tie Ia bande B inAs ti~bil, se
encuantren invartidas an el caso tie los is6meros 11,1 3-duds y 9,11 , 1 3-tricis. Esto induce
qua astos dos eltiehftios existen predominantemante en una configuraci6n 1 2-s-c/s. y qua
Ia existencia tie una bantia B intense as caracterfstice tie esta canformaci6n [1980 JACS
6355] [1983 JACS 1626].
Las praDietiades fluarescentas del retinal y los alcoholes poli~nicos ha sitia objata
tie un astudia intansiva y su impartancia en al enAlisis tie los ratinoities se ha discutido an
art[culos tie ravisi6n [1971 L lIla] [1980 AP 97]. Los m4todas analfticos para Ia
detarminacidn tie Ia vitemina A se basan an las propiadeties fluorascantes del retinal. La
fluorescancia del retinal a 295 K sa ceracterize funtiamantelmente par dos hechos:
- No axiste une relaci6n tie imagen especuler antre at espectra tie absorci6n y el tie
emisi6n tie fluarescancia [1969 JCP 41061.
- Existe discrepancia entra Ia constanta tie velocided tie ainisi6n y el randimienta
cuAntico tie fluorescencia.
No estA clara Ia rez6n par Ia cuel at rendimiento cuAntico del retinal sa incramanta
astensiblementa (factor tie 10) cuantia se tiescientie Is temperature haste 77 K 11969 JCP
4106] [1973 JACS 8223] 11976 JPC 2265].
Las esoactras tie absorci6n infrerrais (IR) del retinal y del Acitia ratinoica an
disalventes no potares indicen qua estoscompuestos forman agregatios molaculares coma
rasultatia tie Is formaci6n tie anlaces tie hidr6geno intermolaculares 11980 PP 739]. Parece
sar qua el retinal no sufra aste tipo tie asociaci6n molecular en disalventes no palaras a
temperature ainbiente [1980 JACS 29631.
Ret/na/des 23
En cuanto a Ia esoactrametrie tie mesas, apenes se ha utilizeda como m4toda
anali’tico en Ia sintasis tie nuevas retinaities, ye qua los espectras tie los is6meras
geom~tricas son id4nticas en algunas casos, coma ocurre par ejemplo con al 9-c/s y el
13-c/s retinal a tie las tierivatios sililados del retinal [1967 HCA 12431.
El Acida retinaica tatio-trans cristeliza en distintas fames polimdrficas y sa ha
Ilevada a cabo el anAlisis tie su astructura par tiifractamatri’a tie revas-X tanto tie Ia
inodificeci6n monoctinica meteastabte coma tie Is inodificaci6n triclinica establa 11963
ACry 62111978 OW 78]. A apraxiinadamente 8000 se produce una transici6n irreversible
desde Ia modificaci6n monacirnica a ta trictinica. Las estructuras cristatinas da las dos
modificacianes difiaren en particular en Ia regi6n del enlace C~ y C7, en el artienamienta
est4rico relativo del snub de ciclohexeno y Ia cadana lateral. La forms monoctinica tiana
una configuracidn s-trans casi plane alrededar tiel enlace C6—07, con une desviecidn
angular de s6lo 60 entre Ia cadena lateral y at doble enlace del anillo [1971 ACSB 6671.
Las mal4cules en las cristales dale motiificaci6n triclinice tienen una cantormaci6n tipa c/s.
no plane alredetior del enlace sencillo C5~C7. La cetiena tetreAnica as cesi plane y forms
un Angulo tie unos 350 can el dable enlace tie las cerbonas 05 y C6 del anilbo.
Deba tenerse en cuente qua las fuerzas tie empequetamiento influyen an las
conformeciones tie las estructuras cristalinas tie estos cainpuastos. La confominaci6n real
tie un ratinaitie an saluci6n puade par Ia tanto diferir tie Ia astructure geam4trice qua se
ha tieterminada mediente anAlisis par reyos-X. Pare une tinica mol6cula aisletia tie retinal,
so hen calculado las estebilitiedes relatives tie las canformaciones s-c/s y s-trans airedetior
del enlace sancillo 06-01. Los cAlculos indican qua Is conformsci6n s-c/s. en Ia cual al
Angulo entre al piano del dable enlace del anilla y el piano tie Ia cadana lateral as tie 400,
as Ia mAs estable. A pesar tie qua Ia canfarmaci6n plane s-trans tainbi~n muastra un
minima tie energie, asta confarinaci6n as menos asteble, en epraxiinademente 2’S
kcel/mol.
El Angulo tie tarsi6n del anillo an al 11-c/s retinal presents un engula tie unas 400
alredetior del enlace C6-C7. El segmento tie catiene camprendida entra los Atamos 06 y C1~
as bAsicamente piano. El Angulo tie torsi6n antre las carbonos 012 y 013 difiare tie una
cantarmeci6n s-c/sen unas 390 y los tiobles enlaces entre las carbonas 013 y 014 y entre
el carbana C15 y el 0 no son parelelos el rasta tie Ia cadane olefinica [1971 N 558].
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Asimismo se hen tieterminetia las estructures cristalinas tie los conf6rmeros 6-s-c/s
y 6-s-trans del 13-c/s retinal [1981 ACSB 21971 [1980645891. En al cantdrinera
6-s-trans el doble enlace del anilla tie ciclahexano estA casi en al piano tie Ia cetiana
poli~nica, mientras qua an el canf6rmera 6-s-c/sal anilla sufra una rotaci6n tie 1100 sabre
asta arientaci6n. Parece ser qua en esta oriantacidn se protiucen intereccianas ast&ices
mayores y qua aparentemente son companseties par una estabilizaci6n tie resanancia
major. Ambas formas coexisten en el cristal.
El gran dasarrolla qua ha tenitia a cramatooreffe (guide tie alta aficacia (HPLC) an
los i~ltimas afios, ha demastratia que esta t~cnica as una harramienta anal(tica excalente
pare a separaci6n tie mezctss complejas tie retinoities 11973 JC 4471 [1979 JLC 1097].
Una ventaja afiaditia del HPLC sabre Ia cramatografi’a en calumna a en cape delgada as qua
se pueden eliminer al ax(gena atmasf~rica es( coma Is luz tie manera muy sancilla duranta
el proceso tie separsci6n. AtiemAs tie Ia itientificacidn enal(tica tie los is6maras tie las
retinoities [1982 L lVb], esta t~cnica cromatagrAfica sa ha desarrollada tainbi6n a escele
preparative [1979 JLC 1097].
Madiante asta t6cnica cromatagrAfica se hen canseguido aislar un gren nOmera tie
retinaides (particularmente los derivatias del retinal) qua no puetien obtanerse tie farina
suficianteinenta pure usentia atros in~todas. Par ajamplo, el todo-trans retinoata tie metila
disuelto en haptana, acetonitrilo a diinetil sulf6xida pueda isoinerizarse madiante su
axpasici6n a luz visible y se hen conseguido purificar 11 is6meros cia Ia mazda mediante
HPLC preparative 11978 JC 3791 11979 JC 113] 11979 IJVNR 347]. Otras trabajas
similaras [1980 JC 395] 11981 CPB 3385] hen deinostrado Ia alte eficacie del usa
cambinetia tie Ia isomerizaci6n fotaqu(mica y el HPLC, aunque este m~tatia ganeralmente
praparciana centidedes tie sustancia raletivamente paquefia.
ll.A5 PROPIEDADES QUIMICAS: REACCIONES DE LOS RETINOIDES
ll.A.5.1 REACCIONES DE LA CADENA LATERAL
Las retinoities tie tipa c/s puetian isomerizerse pare tier los correspandiantes
is6meros trans inedianta Is acci6n catel[tica del ado [1973 GCI 117] 11973 CIT 646].
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La reecci6n tie Carr-Prica sa base en las cationes coloreatios qua se formen vfa
clarura tie entimonio(lll) 11982 L lye]. Del inisma modo, se ha utilizado en enAlisis
calarim~trica Ia protonaci6n tie ratinoities con Acida trifluaroec4tica.
ll.A.5.2 REACCIONES DE ADICION Y OXIDACION
Las reecciones tie atiicidn en al sistema pali6nica tie las retinaities den luger a
estructures inadificades, algunas tie las cueles paseen una estebilidad qu(mica
considerable, coma as el ceso tie elgunas etiuctos oxigenadas preparatios tie farina
selective [1976 JOCU 2532].
El ox(gena singulete, qua se produce fotaqufinicamente utilizando una porfirine
coma inadificedor, as el responseble tie una reaccidn tie edici6n con al ecetata tie retinilo,
pare tier un producto principal y tres subpratiuctos [1970 BSCF 1968].
ll.A.5.3 DIMERIZACIONES OXIDATIVAS Y ELECTRORREDUCCIONES
Se ha camprabada qua as posible inadificar retinoides mediante retiuccianes
electralfticas. El aceteto tie ratinilo se reduce a axaroftano can un buen rendimienta, a un
patancial tie -2’0 V an diinetilformamitia, usentia yaduro tie tetreetilamonia coma
electralito soporte [1976 JCSCC 779].
La electrodimerizaci6n reductive del retinal en presencia tie Asteres, coma el
malonato tie dietilo, tie C40 pinecol, praducta tie intar~s coma intermediaria en Ia sfntesis
tie B-carateno [1979 JACS 4412].
ll.A.5.4 FOTOQUIMICA IDE LOS RETINOIDES
La fataisomerizecidn del retinal as uno tie las pesos funtiamentales an al proceso
tie Ia visidn. Dastia hace tiainpo sa sabe qua el 11-c/s retinal y/a sus
3,4-ditiehitirotierivatias son crom6faros qua se ancuantren presantes en toties las aspecies
animales [1968 S 230]. Mediente su uni6n a distintes lipoprotei’nas, estas aldehfdas
formen sistemes capaces tie absorber Ia luz, y todos las pigmantas visuates estudiatios
contienan une inal6cule tie retinal par mol4cula tie opsina [1954 JGP 381]. Entre tatias los
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retinaities, las retinalas sufren Ia isoinerizaci6n fotaqu[mice con une especial facilitiati
[1971 L tub].
Se ha Ilevatia a ceba un gran ni~mera tie investigacianes sabre Ia fatoisomarizacibn
tie las retinales y sus bases tie Schiff, incluyentia el estudia tie sus eficacias cuAnticas baja
excitaci6n directa y sensibilizaci6n vfe triplete 11970 PP 249] [1976 JACS 4189].
Cuantia se irradia el tatio-trans retinal en un disalvente no polar can radiacianes tie
langituti tie ontia superior a 350 nm, al praducto meyariterio obtenida as el 13-c/s retinal,
sientia el siguiente pratiucto en impartancia qua se farina el is6mera 9-c/s. La irratiiaci6n
en un disolvante paler coma at etanol a el ecetonitrila, tie coma productas las is6meros
1 1-c/s. 9-c/s y 13-c/s. junta con una pequefie cantidad tie 7-c/s retinal (TABLA I). La
fototisis directa del toda-trans retinal coma m~todo tie isoinerizecidn preparative sa ha
utilizatia con Axito en Ia sfntasis deli 1-c/s retinal empleendo coma disalventa etanol 11979
BCSJ 265] a ecetanitrila 11981 PP 267], abtani~ntiase asimisino pequefies centitiaties tie
las is6meras 9,11 -dic/s, 9,1 3-tic/s. 7,1 3-tic/s y 7,9-tic/s. En Ia fataaxidaci6n sensibilizatia,
el retinal tie at compuesta X vfe per6xido c(ctica, el cuet en cantacto con al ox(geno
atmosf4rica se fraginente muy rApitiamente pare tier a tactona Y 11966 BSCF 2144111970
BSCF 1968] (FIGURA 10).
Cuando se axpone a Ia luz ultravioleta el acetato tie ratinila disuelta an hexano se
produce une tiiinarizaci6n con forinecirin del atiucto [1968 BSCF 4639] 11968 CJC 3025].
Porcentaje de isdmero
Disolvente totio-trans 7-c/s 9-c/s 11-c/s 1 3-c/s
n-Hexano 54’0 0’0 5’0 0’0 41’0
Etanal 61’0 0’S 3’0 1 8’0 1 8’0
Acetonitrilo 21’0 3’0 12’S 44’0 1 9’S
TA ALA I: Parcentaje tie d/str/buc/dn de los /sdmneros del ret/nal en el fotoequil/bria (equilibria
ratoestac/onaria) /7980 JNSV 3791.
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FIGURA 70: Fotoaxidac/On sens/b///zada del toda-trans ret/nal v/a 1oerdx/da c/cl/co.
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ll.A.6 METODOS DE ANALISIS DE RETINOIDES
ll.A.6.1 METODOS QUIMICOS E INTRUMENTALES
Cuendo el retinal a su ~steresse mazclen can un Acitia tie Lewis an conticionas
anhitiras, se produce un intensa color azul inestabla. Utilizando claruro tie antiinania coma
Acitio tie Lewis y cloroformo anhitiro coma disalvente, Carr y Price 11926 JB 497]
tiesarrallaron un m~totia pare Ia determinaci6n colorimitrica del retinal. A partir tie
antances se propusieran una sane tie m~totios, utilizentia distintos Acitios tie Lewis,
inctuyentia el Acito trifluoroac~tica y el Acitio tricloroacdtica. Tambi4n sa estudi6 Ia
estabititiad tel camplaja coloreetia qua se formaba en verias disalventes [1976 JAQAC
1125]. La intensitiad mAxima tat color ezul inicial del compleja formatia as
aproxiinadeinente tres veces mayor qua Ia absarbencie ultravialete del retinal.
En estos m~tatios basatos en el usa tie un Acido tie Lewis, tanto el retinal coma sus
~starestan Is misme intensitiad tie color y tatios los is6ineras tie un misina campuesto
reaccionan tie farina iti4ntica. Can el retinal se puadan obtener dos tipas tie complejas tie
tiferanta color, uno tie color azul intansa inestable Amax = 620 nm, qua se forms y
dasaparece r~pitiamente y un camplejo mucho mAs estable, violate a rosa, cuyo mAxima
tie absarci6n epareca antre 1 y 10 minutos tiespuAs tie Ia atiici6n tie los reactivas y as
asteble turanta media minuta a mAs. El mAxima tie absorci6n tie este complaja tie retinal
se encuantra situetia entra 502 y 555 nm, depentiando tie las reactivos utilizetios y tie las
candiciones tel experimanto. Las camplejos inestables caloreatios qua se farman con el
retinal y al Acita retinaico son probeblementa especias cargedas tel y coma ocurre an el
casa del retinal.
Eats t6cnice tiene Ia ventaja de seT rApida y bareta, posee una sensibilidati etiecuada
(10-20 ng) y as selective en Ia meyorfa tie las eplicaciones. Existan varies tiasventejas: en
primer luger no siainpre as fAcil Ia inadida exacta del compleja inestable tie color ezul, par
Ia qua hay qua tiafinir las condicianes tie metitia tie farina inuy rigurosa. En segundo luger,
las Acitios tie Lewis se utilizan an cancentreciones relativamante elevates, to cuel as
corrosivo pare los aparatos y paligrasa pare el hambre. En tercer luger, el m6todo no as
especi’fico, ya qua Ia mayor parte tie las palienas, incluyentio los carotenaitias, reaccianan
can estas reactivas pare tar complejas caloreados.
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Ye qua el retinal todo-trans ebsarbe intensainenta a 325 nrn (e=52.995 en etanal),
Ia espectroscopia de absorci6n ultravialeta-visible as une t&nice anelftica edecuatia pare
Ia daterminaci6n tie retinoidas. La medida directe tie Ia absorbencie ultrevioleta as
iinportente pare determiner Ia cancentraci6n tie estas cainpuastos an las est~ntiares tie
referencia y en las preparacianes farmac~utices. AdamAs, Ia absorci6n an el ultravialata
as el principal in~tada de tieteccidn usatia an HPLC pare el enilisis tie retinoides.
El m6totio tie Ia inactivaci6n a Ia luz ultrevialete, pare Ia rnetiitia del retinal [1946
JBC 177], se base tanto an Ia alta ebsorbancie del retinal y sus Asteres a 325 nin, coma
en su facilidati pare fotoaxiderse y polimarizarse a praductos no ebsarbantes. Par Ia tanta
Ia qua se Ileve a cabo as una meditie tie Ia absarbencie a 328 nm antes y tiespu4s tie Ia
exposici6n tie Ia muestra a Ia luz ultreviolata, aunque pare qua este inAtoda funciane tie
farina correcte tieben tamarse numerasas precauciones. Aunque en un principia, at m4totio
se utiliz6 pare el andlisis tie retinal y sus dsteres en sengre y tejidos, tembi~n pueden
enelizarse retinal (que sa inactive a une valocidati similar a Ia del retinal) y el Acido
ratinoico, qua se tiestruya tie 3 a 8 veces mAs lentainente [1967 CC 1039].
Destie las a~as 20 se sabe qua tanto el retinal coma sus ~stares emiten una
fluorescencia verde clara cuanda se excitan can luz ultravialata. Sobatke y cal. [1943
JACS 1959] [1944 JBC 6351 propusieron un anAlisis fluarescenta semicuantitativo,
indicantia qua Ia pdrdida rApitia tie Ia fluarascancia era al manos en parte tiebitia a Ia
fotaoxitiaci6n. Fujita y Aayaina [1951 JB 271] analizaran el retinal par fluorimetria en
acaitas da higado tie pascada, y en 1955 De [1955 IJMR 3911 tiesarroll6 un mdtoda
similar pare enalizar fluorim~tricamente el retinal en suero.
En candicionas normales, el retinal y sus ~staresson las (inicas retinoides naturales
qua paseen una fluorescencia aprecieble. No ocurre Ia misino can el enhitirorretinal, el
Acido ratinoico ni el retinal, aunque son cepaces tie emitir fluarascencie a bejas
temperatures a en candicionas aspecieles.
Haste casi principias tie los atlas 70 no sa Ilavaron a caba enseyos mAs rigurosos
pare al anAlisis tie Ia vitamina A en plasma [1973 IJVNR 127111978 JAOAC 1370] [1981
JAOAC 225]. Las carecterfstices tie los m~totios mAs importantes empleatias se muestran
en Ia TABLA II. El retinal fluoresce en Ia misme proparci6n ye see an farina libre a
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Compuesto Disolvente Excitaci6n (nm) Emisi6n
(nin)
Tejidos
ROL,RE Ciclohexeno 345 490 Suero a
plasma
ROL,RE Ciclahexena
Hexano
340 > 485 Suero,
H rgado
ROL,RE n-Butanal 340 490 Suara,
H(gad a,
Retina
AOL Xilena 350 490 Suero
ROL,AE Hexano 330, 365 480 Suero,
Higetia,
Productas
IActeas
ROL Cimeno 360 490 Suero
AOL Hexana 330, 360 480 Aliinentas
ROL Hexano/
propanol
330, 360 480 Suaro
ROL Suera diluido 335 458 Suera
AOL Ciclahaxano 327 480 Suero
ROL,RE HexanoMter 330 480 Suera
M6todos fIuor/ni~tr/cas util/zadas pars el anal/s/s de ret/na/des, ROL:
ret/n/la.
ret/not RE: 6ster deTABLA II:
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esterificedo. Sin embargo, cuantia el retinal sa une a prateines especrficas del plasma coma
Ia RBP (retinal-binding protein), Ia fluarescencia se incrementa tie farina considerable [1972
EBA 670]. Par ella, este aurnenta tie Ia fluarescencia se he utilizada pare el desarrollo tie
un in~toda muy sensible pare Ia determinaci6n tie retinal [1975 10 1251.
El disolvente qua se emplee en las meditias tie fluarescencie as tie gran impartencia.
Generelmante sa utilizen disolventes tales coma hexano, dioxena, ciclohaxano, xileno a
algOn otra disolvante hitirocerbanedo no polar, ye qua las disolventes polares tales coma
atanol, clorofarmo a acetone, tientian a ainartiguar Ia fluorascencia [1967 FPFASEB 636].
Tanta Ia longitud tie onda tie excitecidn coma Ia tie emisi6n depanden asiinisino del
disolvante utilizada. Ganaralmante el mAxima tie excitaci6n no corregida se encuentra
situado entre 325 y 335 nm y el mAxima tie einisi6n no carregida se situe entra 470 y 490
nm 11967 EPEASEB 636]. En los aspectros tie fluorescencie corregidas at in~ximo tie
excitaci6n sa tiasplaza s6lamante tie 2 a 3 nm hacia el rajo miantras qua el mAxima tie
amisi6n Ia hace unas 40 nm [1959 DES 180].
La sansibilitiad tie Ia aspectroscopia tie fluorascencia pare al endlisis tie retinal y sds
Astares as comparable a Ia qua muestran atras inAtodos. Los ensayos tie fiabilided sa van
afectadas par muchas factores. Uno tie ellas puede ser Ia fluorascancia native tie algunos
compuestos de los tejidos qua sa extreen. En at caso del plasma un ajemplo serfa at
pigmento fitoflueno, can un mAxima tie emisi6n similar al del retinal y qua presenta una
intansitiad tie fluarescencie unas 6 veces mayor. Coma las muestras se irredian can un haz
tie excitaci6n inuy intenso, se pueden former pol(maros que seen mAs fluorescentas qua
el propia retinal [1971 EM 67]. Tambidn puade ocurrir qua el retinal se tiestruya muy
rApidemente. Deba emplearsa par tanto una rendija tie excitaci6n estrecha y se tiebe
valarar Ia estabilitiad cia las solucianes tie retinal y tie ecetata tie retinila tiurante las
medides de fluorescencie.
La espectrometria de masas puede sar una t4cnica inuy sensible pare determiner
retinal y sus derivadas en plasma y tejidos. TembiAn se ha analizedo Acitia ratinoico en
plasma madiante crometogref(e tie gasas-espactrametrfa tie mesas (GC-MS) [1975 CC
1031] [1979 AB 402] [1980 JC 335]. Este t6cnice as asimismo tie gran utilitiad pare
caractarizar atras metabolitos alteinente purificatias tie los retinoitias. Se deben destacar
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en aste apertetia dos estudios muy rigurasos [1967 HCA 1243] [1970 AB 435] y une
excelente revisi6n [1972 L VI.
El eceteta tie retinilo presenta el mismo tipa tie fraginentaci6n qua el retinal,
excepta en el hecho tie qua en vez tie ague sa separe una mal~cula tie ec~tico. En
candicianes normales el retinal, el Acido retinaico y el enhidrorretinol son mucho mAs
estables. En todas los casos, el ion molecular as tambiAn el ion base y se produce una
manor fragmenteci6n. En estas casos, le tiesinetilacidn qua se produce en el cerbana C5
del anillo tie ciclohaxena as Ia qua tie un pica mayor. A pesar tie ser menos sensible qua
el tie ianizeci6n par impacta electr6nico, sa puede utilizer al inAtotio tie ianizacibn qufinica
tie forms alternative. En at cesa del anhitirorretinal y del retinal se obtienen excelentes
rendiinientos tie ones M~
1 11981 FPFASEB 859]. La aspectrometrfa tie mesas as tembi6n
una tAcnice Citil ante identificeci6n tie metebalitas tiescanacitios tie retinaides, utilizAntiosa
previamente el HPLC pare su separecidn. En Ia mayor parta tie los casas las muestras se
matilen pare incramentar su volatilidati.
Los m6todos electroquimicas han deinostratia tainbi4n ser tie utilided en el anAlists
tie salucianes concentradas, ecaitas y preparaciones farmec4uticas 11975 A 227] [1976
FEP 244], habi~ntiose estudieda el mecanismo tie reacci6n reductive pare at retinal, el
retinal y Ia retinititien-n-butilainina 11978 JES 216] [1980 JEC 377] [1981 JES 1248]. A
pasar tie qua las reeccianes san complajes, el primer peso parece ser Ia atiici6n tie un
electr6n pare praducir un ani6n radicelaria (Amax = 515 nm pare al retinal) qua puatie
pratonarsa y nuavemante reducitia, puade aceptar un electr6n y farmer un tiiani6n a bien
interaccionar con otra anidn radicalaria.
En Ia TABLA Ill se muastre un resuman tie las m~totios enalfticos utilizadas en Ia
detarminacidn cuentitative tie retinoitias. Parece clara qua el HPLC as at pracedimiento mAs
sensible y en el que se protiucan menas artafactos, y edemAs as apticable a un emptia
game tie retinoides, tanto naturales coma tie sfntesis. Cuantia se trata t2nicementa tie
niveles tatalas tie retinal, Is fluarescencia as una t~cnice igualmenta sensible aunque exista
Ia pasibilidati tie interfarencias debitia a otros canteminantas presantes en Ia muastra. La
fiabilitiati tie los anilisis par fluorescencia puetia majarerse madiente Is saparaci6n
cromatogrAfica del retinal y sus cantaminantas, aunque este pracadimianto as argo y
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tedioso. El procediiniento colorim~trico aunque menas sensible, tiane Ia vantaja tie qua
puede Ilavarsa a caba mis ficilmanta in situ.
Entra las ticnicas analrticas de separaci6n tie retinaities sa hen utilizatia casi todas
las tipas tie croinatopraffe en calumna convancional, usentia coma sopartes Ia alcimine, Ia
silice, at Shephedax LH-20 y Is crometooraffa en cane delpeda, tietactintiase los retinaides
medienta absorci6n ultrevialeta a 310-350 nm. En Ia crainatograf(a con att2mina sa utilize
normalinente akimine tiesactivatia can un 5% tie ague y ~ter etflica, bencena a acetone
en hexana coma aluyente. Este tipa tie cromatagrafi’a tie adsorci6n sa ha utilizatia
fracuenteinente pare saparar el retinal tie sus istares [1971 BM 67] 11974 IJVNR 375] y
se he safialetia qua as cepez tie canseguir Ia sepereci6n entre al todo-trens retinal y al
Acido retinaico y del 13-c/s retinal.
La silica as ectivatie medienta celar; con estas columnes canvencionales se pueden
separar el retinal, al retinal, asi coma el Acido retinoico y sus inetabolitas mis palares, con
parcentajes tie racuperecidn compranditios entre un 60 y un 100%. Par el contraria, los
~sterestie retinila muestran un parcenteje tie recuperaci6n bastente mAe baja (entre un 10
y un 15%) generintiase distintas productas tie axitiecidn 11973CC 977]. El usa tie Acido
silfcico tratedo can Alcelis increments Ia recuperaci6n tie los 6steres haste un 80 a un 95%
eunque sa produce una tiegradaci6n del retinal. Se ha setlalada une isamerizaci6n tie haste
un 30% tie elgunos tie las retinoities [1967 BBA 6391 [1968 AB 307] par Ia qua este tipa
tie cramatograf(e no se racomiantia pars Ia separeci6n tie retinaities.
El usa tie Saphadax LH-20 praporcione un porcantaje tie racuparaci6n tie 6steres
tie retinila, retinal, retinal y Acitia retinoico sin apanas degretiaci6n, qua varfa entre un 96
y un 99% [1974 JLR 517]. La mayor desventaje tie esta tdcnica asia imposibilitiati tie
separar los distintos 6steresni antra s[ni del retinal 11974 JLR 517] [1976 JC 225], Ia qua
Ia limita a compuestos mis paleras qua el retinal.
La croinetacraffa en cane tieloeda sa utilize casi exclusivarnente can silicagal G
coma fasa estacianaria; coma fase mdvil se utilize un alcano coma el haxana, at itar tie
petr6leo a el benceno coma companente meyoriteria y una paquefia cantitieti tie un
disalvante mAe polar coma al ~ter etilico, acetone, clarafarmo a aceteta tie etila. Tras at
tiesarrallo, las retinoides puaden tietectarse con initadas clisicos tie revelada tie (pidos,
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coma al usa tie vapor de iada a un Acitio fuerte. Existen m6totias mAs aspac(ficos, coma
Ia tietecci6n fluarescente can luz ultravialata a 300-370 nm a vaparizando con una
saluci6n de triclaruro tie antimonia en clorafarmo. Esta t4cnica sirve, entre otras
aplicacianes, pare saparar Astares tie retinilo, retinal, retinal y Acida retinoico [1969 CC
479] es( coma is6meros tie retinal y tie retinal 11973 JBC 7773]. Entre las ventajas qua
presents, citaremas su repidez y qua las cantitiaties tie muestre qua se necasitan son
pequefias.
La crometoaraffe lfauide de elta aficacie (l—IPLC) en fase normal se utiliza pare
separar retinoides que no sean demasiedo palares (~staras tie retinilo, retinal, retinal y
anMagos), usando salventas isocrAticos y calumnas can micrapert(cules tie gel tie silica.
Con aste tipa tie cramatagref(a se puetien saparer fAcilmerite retinoides qua difieren
dnicamente par su canfiguraci6n isom6rice. Cesi siempre sa utilize coma fase m6vil
hexena, can una pequetNa centidati tie un solvente orgAnico mhs polar. Aunque Ia fase
normal sa ha utilizeda principalinante pare separar las retinoities epolaras, existan
numerasas referancies bibliogrAficas sabre Ia separaci6n crometogrAfica en calumna tie
silicagel tie los is6ineras geom6tricos del Acido retinoico y sus inatabolitos [1977 HCA
881] 11978 AB 25] [1978 JC 421] [1980 JBC 80571. Se puetie reducir Ia palaridati tie
estas retinoidas mediante asterificaci6n pravie, ye qua tie otro matia estos campuestos
poleres sa etisorben con fuerza a Ia silice, hacienda naceseria el usa tie un eluyente muy
paler.
Par tiltiino, cuando se tranejen mezclas qua cantienen ratinoidas tie paleritiad
diferante, generalmente se utilize un gredienta tie salvantes pare conseguir une separaci6n
adacuede dales inol4culas rnds apolares y edemAs patiar eluir los compuastas mAs paleres
11980 VR 355111982 AS 4281. Esta puetia creer a vaces problamas ye qua los tiempos
tie ratanci6n no son repraducibles.
Destie un punta tie vista oparetivo, at HPLC en face inverse difiere del HPLC en fase
normal an dos espectas iniportantes. En primer luger, este tipa tie sisteme crametogrAfica
no as sensible a Ia presancia tie ague, ni en Ia muestre ni en las disolvantes, pudiAndasa
utilizer gradiantas tie solvantas qua cubren un emplia intervelo tie polaritiades sin temar a
qua se desplaca el egue tie Ia columna y se creen, tie este inotia, tiempos tie retencidn no
repraduciblas. En segundo luger, en crometagraf(e en fesa inverse, las compuestos inAs
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polares son los qua eluyen primera, mientras qua en fasa normal un matabalita muy polar
se unirfa con mucha fuerza al soporte, requirientia quizis tin cembio muy dristica do
solvente pare canseguir Ia eluci6n.
Esta resulta espacialmente Util cuando se quieren saparar las metabalitos del Acitia
retinoica, generalmanta mAs poleres qua 4ste. Sin embargo Ia fase normal suala sar mAs
stiecuatia qua Ia fase inverse pare conseguir Ia resoluci6n tie ratinaides muy parecitias
11980 LVI] coma puedan ser los is6maros del retinal y del retinal 11982 JC 244]. A paser
tie qua Ia fese inverse se use sabre todo pare Ia separeci6n tie ratinaities mhs polaras, he
permititia una excelente saparaci6n tie una mazda tie dsteres tie retinila 11981 AB 324].
Finalmente sefialaremos qua Ia fese inverse tie muy buenos resultetias cuantia se quieren
separar mezclas tie ratinaides qua abarcen un amplia intervala tie poleritiaties.
Las ventajas qua prasenta el HPLC sabre otra tipo tie t4cnicas tie separaci6n son
numerosas. En primer luger, as una t6cnica extramatiamente rApids, cansiguAntiose
seperacionas qua en Ia mayorfa tie los casos tiuran s6lo unas minutos. En segundo luger
praporciane una gran resoluci6n en Ia saperaci6n tie compuestas estrechemente
ralacionados. Varias autares hen canfirmado qua al HPLC proparciane majores
separacianes tie is6meras tie las distintas retinoides qua Ia cromatograffa en cape tielgatia
11977 JC 331] [1979 JC 125]. Teinbi4n se consigue resolver, en un Unico sisteme
cromatogrAfica, retinaides cuya polaridad as muy difarente. En tercer luger. se consiguan
rendimientas tie racuperacidn muy elevadas ( > 95%). En cuarta luger as una tdcnica muy
sensible, cepaz tie datactar niveles tie retinaities del arden del nanograma. Finalinente, el
HPLC as una t~cnica croinetogrAfica no destructive pratiuci4ntiose pocas a ningUn is6mera
u otras productos tie oxidaci6n tiurente su tieserrolla.
Coma cualquier otra tAcnice enalftica, presenta sin embargo prablemas, sientia el
mAs importante uns disininuci6n gradual tie Ia eficacia tie Is columns debitia par ajempla,
an al caso tie muestras biol6gicas, a Ia atisorci6n tie fasfol(pidas al empaquetado tie Is
cal umna.
Ye qua los retinoidas tienan une elavatia absorcic5n en el ultravioleta, este tipa tie
sisteina tie tietecci6n sa utilize con frecuencia. Se pueden datactar tie esta motia haste
2 ng tie Acitia ratinaico. Un segundo m6totio tie tietaccidn as Ia fluarimatr(a. Coma ye
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hemos saflelado, utilizando las propiededas fluorascantas del retinal y sus dsteres, 6stas
puetien tiatectarse ficilmenta a 470 nin, ci sa excitan a 325 nin, aunque no puede decirse
Ia mismo anal caso del retinal y el Acido retinoico. Par este m~totia, puetien tietactarse del
orden tie 5-10 ng tie retinal. Pinalmente las retinoidas marcadas can is6topos radiactivos
puetien datecterse mediante cantedores tie centellea.
En cuanto a las aplicacianes del HPLC en Ia investigeci6n, se puetie tiacir qua este
t4cnice he supuesta un mdtada rApitia y fiabla pare Ia tietermineci6n tie Ia pureze tie los
retinoitias coma paso previa a su utilizaci6n experimental 11978 JLR 32] 11980 LVI] y pare
el aislemiento de los matabolitos tie estos campuestos, con un buen porcantaja tie
recuparaci6n y sin qua sa pratiuzcen compuestas da tiagratiacidn [1979 ABE 577]. El
HPLC as asimisma una t&nica anelftica extremadainente sensible pare Ia detecci6n tie
retinaides, naturales a tie s(ntesis, en muestras tie tipa biol6gico. El enAlisis tie retinal par
HPLC as un m4tatia qua pasee une sensibilided comparable a Is fluorimatr(e (ambes
t4cnicas son capacas tie detectar 10 ng tie retinal) pera as une t~cnica mAs aspacifica ye
qua as capez tie distinguir entra distintas is6inaras del retinal. Es par esto qua Ia
crametografi’e (quitia tie alta eficacie se ha convertido an Ia t4cnice tie elecci6n pare ra
daterminaci6n tie vitamina A y tie Acitio retinoica y sus matabolitos en muestras biol6gicas.
La cromatograffa tie gases tiena un usa limitada an el anAlisis tie las retinaides,
tiebido a Ia inestabilitiati qua presenten astos compuestos franta el calor. Tanta el retinal,
coma al acetata y al palmitato tie retinilo sa deshitiratan pare tier enhitiravitemina A a
temperatures tie tan s6la 1 500C [1963 Bit 349]. Se ha vista, qua a pacer tie qua el
anhidrarretinal muestra una estebilidad mucho mayor cuando se analiza par crametagreffa
tie gases en algunos cesos se isomeriza ampliainente dendo une mazda tie is6meras c/s-
trans [1981 FPFASEB 859].
Se han tiescrita dos m4todos pare estebilizer el retinal durante su daterminecidn par
cromatograffa an face gaseosa. Una tie alIas as Fe farmeci6n tie 6teras trimetilsililatias
11973 JC 447] [1967 HCA 1243] y atro asia farmaci6n tie perhitiroderivatios mediente
hidrogenecidn catali’tice 11973 JC 410]. Otros ratinoidas tales coma el metil retinil ~ter,
el retinal y el retinoeto tie metilo, presenten una mayor astabilitieti, abteniAntiose
seperaciones con un buen porcentaja tie recuperaci6n (tiestie un 78 haste un 100%) y con
un gratia tie isomerizaci6n limitatia 11980 JC 335].
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lI.A.6.2 METODOS BIOLOGICOS
A pacer tie qua las motiernes t6cnicas tie anAlisic qufinico a instrumental hen
remplazatia a inuchos tie las ansayos bioldgicos cl~sicas pare Ia tiaterminaci6n tie Ia
vitamina A, Ia utilizaci6n tie mAtodos biol6gicos pare metiir respuestas celuleras altemante
especificas, sigue sienda un hecha importente an al tiesarralla tie nuevoc ratinoides y en
el estudia tie cu macanismo tie acci6n. Los encayas biol6gicas can ratinoitias son, par Ia
tenta, un camplemanto tie las m~totios qu(micos en el sentido tie qua las ensayas
biol6gicas praparcianan una matilda tie Ia funci6n, mientras qua los ensayos qu(micas
puetian suministrar una meditie mAc execta tie las cantitiaties espec(fices tie retinaitias
presentes en Ia inuectre qua ce ye a anelizar.
Debitia a su capacitiati pare suministrar infarmacidn scarce tie Ia funci6n tie los
retinoidac, las m6totios tie cultiva calular se seguirAn utilizantia en el futura a pacer tie los
avances qua ce puedan producir en el campo tie Ia qu(mica analftica. Los ensayas
bial6gicos son tie une especial impartencia an dos Areas tie Ia investigaci6n tie las
ratinoides:
- En Ia bi~squeda tie nuevas retinoities qua puatien car Otiles en Ia prevenci6n a el
tratemianto tie numerosac anfermedades. En particular las bioansayas puetien tier
infarmaci6n rApids al qufmico orgAnico sabre coma puatien tenar una activitiati
funcianal camplatemente difarente, dos retinoities qua difiaran Onicamenta en Is
canfiguracidn c/s-trans alrededor tie un t~nico tiable enlace a en Ia localizaci6n tie
un grupa cerboxilica (orto, meta a para) an un snilla bencAnico,
- En al terreno tie Ia madame gen6tica molecular pare comanzar a explorer el
prablema a6n sin resolver, del mecanismo tie acci6n calular tie las retinaities.
Las ensayas bial6gicas tie los ratinaides sa puetien tiivitiir bAsicamente en dos tipas:
anseyos in viva y enseyos in vitro. Existen cinca tipas tie enseyac “in viva”: pramaci6n del
crecimienta, ecuinulecidn anal h(gedo, fratis vaginal, encaya de efectos sabre el papiloma
tie rat6n y suprasi6n tie a diferencieci6n sebAcee en el hamster. Entre las ensayas “in
vitro’ cebe distinguir: ci se utilizan cultivac tie 6rgenos, ci ca utilizan cultivas calulares a
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ci ce utilizan sictemas sin c6lulas. Dantra tie los dos primeroc tipas existen a su vez
distintos tipoc [1984 LVII].
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11.8 INTERACCIONES ENTRE MOLECULAS EN MEDIOS FLUIDOS
11.81 EL ENTORNO MOLECULAR. INTERACCIONES SOLUTO-SOLVENTE
Es conocitia qua el salvente puetia eltarar Ia cin~tica a el mecanismo tie une
reecci6n qu(mica 11990 L V$III. Iguelmente, puede maduficar las caractar(sticas
aspectroscdpicas, pratiuci6ntiasa tiesplazainientos en las longitudes tie antia y variando Ia
intansidad tie las bantias tie absarci6n y einisi6n [1990 L XI. Tales inadificacianes son
cansecuencie tie las distintas tipos tie interacci6n qua se protiucen entre las mol6cules do
salvente y coluto, las cualac se puetian egrupar en dos grendes apertatios:
A) Intereccionas par fuerzas intermaleculares.
B) Interaccionas qu(micas.
Ambos tipoc tie interacci6n tianen an cainiin Ia inaxistencia tie unianes covelentes
entra at soluta y el salvente
A) INTERACCIONES POR FUERZAS INTERMOLECULARES
Las fuerzas intermoleculares no cavalentac son consacuencia tie Ia interaccidn no
cavalante entre mol6culac tie: solvente-solventa, salvente-saluta y saluto-soluta,
ariginanda tres tipos tie fuerzes etractives:
- Fuerzac electrostAtices.
- Fuerzes tie intiucci6n.
- Fuerzas tie tiispersi6n.
Las fuarzes tie etrecci6n elactrostAticas son tiebities a las intereccionec antra las
cargas cia las iones a los momentas dipaleras a cuatiripolares en at cesa las mal~culec
palarac.
Las fuerzec tie inducci6n surgen del efecto qua el momenta dipoler tie una mal~cule
induce en a mal~cule edyacenta, originantia es( Ia seperaci6n tie cargec en esta dltima. Se
denaminen fuerzes tie palerizaci6n porque vienen dafinitias par el parAmetra a, canacitia
Interacc/ones entre ma/6culas en meti/os flu/c/os 41
coma palarizebilideti. Algunos autorec utilizan Ia tienominaci6n tie “intereccianas dioalo
-
dioala intiucida”
.
Las fuarzas tie tiisDersi6n tambi6n Ilainatias tie London a intereccianes dipala
inducitia-dipola intiucido, se explicen tenientia en cuente qua en un instante cualquiera, Ia
tiictribuci6n electr6nica tie una mol6cula puatie car cansecuencia tie Ia creecidn cia un
momenta dipalar inctentAnea en ece mal&ula, etin tretintiose tie une mal6cula esf6rica
no paler. Este momenta dipalar instantAneo as capaz tie intiucir un momenta dipolar en las
mol~culas adyacentec, produci4ndosa asf una interecci6n entre las momentos dipoleres tie
embas.
Debido a qua las dictencias entre partfculas son variables, seg~n see este valor
pradaininarAn una u otra tipo tie fuerzes. Algunos autores prefieren Ia danaminaci6n
conjunta de Fuerias de Van der Weals pare raferirse a este conjunto tie fuerzas tie
etracci6n qua implicen une interecci6n qua potirfemos calificer coma tie “tipo ffsica”.
B) INTERACCIONES QUIMICAS
Este tipa da interacciones puetie asteblecerse entre las parajac solvente-solvante,
solvanta-saluta y coluto-soluta, pudi4ndose clacificar en tres granties apartados:
- Interacciones par trensferencie tie carga.
- Enleces par puantes tie hidr6geno.
- Interacciones hitirof6bicas.
El cancepta tie intaracci6n oar transfarencia tie carpe fue introducitia par Mullikan
[1952 JACS 811111969 LXI pare axplicar Ia farineci6n tie un camplejo molecular, el cual
tie luger a une benda en el aspectro tie ebcorcidn qua no as atribuible a las aspacias
inaleculares aisladas sino al campleja formatia par ambec. El sistema yado (soluto)/
benceno (solvente) astudiado par Banesi y Hildabrand [1949 JACS 2703], se ajusta
perfactamenta a esta compartemiento. La espacia originatia ca tienomine “camplejo tie
transferencia tie cerga” y pare qua esta ocurre es necesaria qua una espacie act® coma
tianatiar y otra coma aceptor do electronas.
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En las enlaces oar Duentec tie hitirdoeno, pare qua se produzca tat interecci6n se
requiera el qua una especie actt2e coma tionadar tie protanas (Acido) y otra coma aceptor
tie protanes (base), Ia qua puede rapresentarse del siguienta modo:
A-H + B -. A-H~”B
Se produce par tento una trensfarencia parcial del prot6n tie A a B, a Ia qua as Ia
misina, una transferencia percial tie un par tie alectrones tie B a A. Par tanta patirra
cansiderarse coma un caso especial tie un camplajo tie trensfarencie tie carga, aunque en
el caso tie los puantes tie hitir6geno, Ia fuerza del enlace esth ragitia par una interacci6n
tie tipo alactrastAtico (dipala-dipola).
Las intereccianes hitirof6bices son aqualias qua reguien at comportamiento tie los
salutos no polarec an ague. Se produce este tipa tie intereccionec, primero en al cesa tie
los salutas tie un marcatia carActer apoler, coma as el casa tie los hitiracarbur6s
eramAticas. qua can prActicamenta insolubles en ague; y segundo, si estas solutos no
paleres tientien a former agregatias maleculares an salucianes acuacas. Algunas autares
tianominan al primer ceco coma “efecto hitirof6bico” y al segundo ‘interaccibn
hitirof6bica”.
Existen varies teorfas pare explicar el compartamiento tie las salutoc epolaras en
al sano tie saluciones acuosas. Une tie alias sa base en Ia prapie actructura del ague.
Sagi~n Frank y Evans [1945 JPC 507], los salutas no palares inducen an el ague una
estructura local muy artienatia tie las moidcules del salvante (FIGURA 11), Ia cual heca qua
at pracesa tie disaluci6n sea antr6picamenta desfevorabla. ApoyAntiose en este teor(a,
Keuzmann [1954 APC 1] pastule qua una interacci6n hidrof6bica entra los solutas, tentirA
coma consecuancia une ralajaci6n en el antorna (salvante) tie las inol~culas tie ague,
pratiuci~ntiosa un cambia favorable en Ia entrop(a, a meditia qua los solutos sa asocian.
La interpretaci6n estructurel tie los fen6menas tie interecci6n hidraf6bica ha sido ravisada
en diversas acasiones [1963 ARB 269] [1980 L XU [1985 L XII], concluy4ntiose qua para
qua ce praduzce tel fan6n,ena, al cambia tie Is antrop(a he tie sar favorable.
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FIGURA 71: Orpan/zac/On tie las mo/6culas tie agua en el seno tie so/ventes h/drdfobas.
TYWYTTY
mon6mero micela esf~rica agregado rn,celar cictrndrico
bicapa
(B)
P/GURA 72: Fendrnenos tie agregac/dn micelar: (A) FormaciOn tie micelas esfericas a att/r tie rnandmeros
tie tensoact/vo. (8) agregac/On del tensoactivo rare or/g/nar rn/ce/as tie aspecto cidndr/cO V
bicapas.
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Otra teorfa pare explicer el efecto hitiraf6bico as Ia tianominetie “taor(e tie Is
cevidad”. La aplicacidn tie acts tearfe a los fan6manos tie intaracci6n hidrofdbica se debe
a Sinanoghi [1968 L XIII] [1985 BC 157]. Asi, pare qua un tietarminedo soluto puetia
disoivarca en un media, as necasarie Ia farmeci6n tie una cevitiati en at solvante. Esta
cavidad se farina a expanses tie una energfe:
E = Ay
sientia A at Area tie Ia cavided y ~‘ Ia tensi6n superficial del solvente. Cuanta mayor see
esta tansibn, mayor as el trebejo necaseria pare crear Ia cevitied. Dastia esta punto tie
vista as interecciones hitirof6bicas son consacuencia tie Ia elevatia tensi6n superficial del
egue, Ia cual astA an estreche raleci6n con su ectructura. La teorfa tie Ia cavidati ha sido
empliemante criticeda 11970 JACS 6419], siendo Ia principal objeci6n al hacha tie
axtrepater a accele molecular, conceptac tie ortien macrosc6pico coma puetie carla tensi6n
superficial. Une demostraci6n tie Ia vatitiez tie Ia tearfa tie Ia cavitied tue puasta tie
menifiesto madiante al emplea tie echos tie vidria silenizado, las cuelas se egragan an
solventes poleres y se disparsan an solventas no polerec [1967 N 369].
Jencks 11969 L XIV] he propuesto un modalo tie interacci6n hitirof6bica qua
engloba Ia teorfe tie Ia cevitied y Ia tie ta estructura del colvanta. Asf pues, Ia estructura del
solvante se verA inadificatia par Ia antratie tie una inolAcula tie saluto an al interior tie Ia
cavidati, cuyes caracterfsticas ventirAn tieterminedac par Ia polaritiad del saluta. Coma
cansacuancia, se genera una fuarza cantiuctora qua tinge Ia asaciecidn y qua implica ye
sea un cambia favorable en Ia entelp(a a en Ia antrapfa. En esta misina mae Ban-Naiin
[1974 LXV] conciuye qua pare una interaccidn hitirof6bica, AG0 dependerA no s6io dale
estructura del ague sino tie los cambios ectructurales qua sa praduzcan coma
consacuencie tie Ia interaccidn hitirof6bica.
Tanto las agregados iniceleres, qua poseen ectivitiati superficial, coma las
ciciodaxtrines, tianen Ia caractar(stica camcin tie astablecar intereccionas hitirof6bicss can
solutas apolaras en al seno tie un solvante polar coma as al ague. Par tanto son capaces
tie salubilizar numarosos compuestos tie carActar hidrofc5bico grecies a Ia formaci6n tie
campuestos tie inciusi6n an al ceso tie las ciclotiextrinas, a bian tiebido a fen6menos tie
asociacidn antre al saluto y at egregedo iniceler. IDe acts farina, edemAs tie una
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saiubiiizacidn se consigue el aislamiento tie Ia inol4cula tie cerActar hitirdfoba an el sano
tie una soluci6n acuosa.
Las mol4cuias se acacian a las micelec y a las ciclodextrines constituyendo un
atiucta, formando una entidad aislade y compartimantalizeda en soluci6n, qua presenta
caracter(sticas qu(micas y espectrosc6pices semajentas a las qua exhibirfa at soluta en un
salvanta tie palaritieti inferior al ague. Coma ajemplo qua pane tie manifiasto asta
propiedad tenamos el tie un conocida meracatior fluorascente, el Acitia 1 -anilino neftaleno-
8-sulfdnica (ANS), qua fluoresce intensamente en saiventes argAnicos, pera qua muestra
una debil(siina fluareccencie en egue. Asmus [1976 JC 3171 observ6 qua las soluciones
acuocas qua cantenfen este marcador incrementeban natablemente cu fluorescencia dabitia
a Ia presencia tie trazas tie (pitios, a cual se utilize coma recursa pare Ia detacci6n tie
l(pidos par HPLC YB qua se pane tie manifiasto una interacci6n entre el marcadar y las
lfpidos, ambas d6bilmente solubles en ague. Igualmante, las solucianes acuoses tie ANS
van incramenteda su fluarescencia par Ia etiici6n tie tansoactivos, tanto tie cerActer irinica
coma no i6nico, grecias ala asaciacirin tiel citedo mercatior anal media micelar [1969 8
27421 [1972 JACS 5089111973 JACS 5508111975 CPL 3291. Cramer 11967 JACS 14]
absarv6 qua las solucianas acuosas tie ANS se vuelvan significetivemante mAc
fluorescentes trAs Ia edici6n tie a-CD (Ia setlal se tiuplice) y B-CD (Ia setlel tie fluorascencia
sa hace tiiaz veces mayor). Este hacha se explica teniantia en cuenta Ia farmaci6n tie un
compleja tie inclusi6n con las mencionadas cicladextrinas, merceti a Ia cepecitiati del
marcatior tie penetrer an Ia cavidati hidraf6bica tie las misinas.
Entre las ceracter(ctices comunes tie los medios micelares y tie los camplejos tie
inclusi6n con cicladextrinas se encuentran principelmente cu capacitied tie solubiiizacidn
y arganizaci6n del microentorna, Ia naturaleza de las interacciones implicadas en los
atiuctos, asi coma en Ia reectividad y matiificaci6n tie las ceractar(sticac espectrosc6picas
y cramatagrAficas tie las solutos. Sin embargo existen diferencies significatives entre
ambac antidades qufrnicac, par Ia qua nag tiatendremoc a considerer pormenorizademante
las cerecter(sticas tie cede una tie alias.
Dada qua Ia perta experimental tie aste meinoria prafundiza an el estudia tie las
complejas tie inclusi6n can cicladextrines en medias (quidos, consideraremos tie farina
mAs camera las complajos tie inclusi6n s6lidas, ci bien en este ceso no as carrecta heblar
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tie alias coma inedios microsc6picamente organizatioc, ye qua este tienominaci6n hace
sieinpre referencia a los medios fluitias. En las i~ltiinos atlas, las saluciones ecuosas tie
micelas y ciclotiaxtrines se han tienominatia medios microsc6picamente organizados ye qua
son sistemes qua posean especias qu(mices en tiisaluci6n y son capeces tie “organizer” a
“compartimentalizar” al entorno molecular del compuasto qua se ectudia. El media,
ganaralmante entenditia coma el salvante en el qua se encuentren disueltas las mol6culas
tie intarAs, ejerce una influencia cr(tica tanto Sabre las caracter(stica qu(mices y
aspactroscdpicas coma sabre a reactivided qufmica tie los campuactos probleina.
lI.B2 MEDIOS MICELARES
11.6.2.1 INTROQUCCION
Las micelas son egragadas de dimensianes calaidales canstituidos par unidades
inanom&icas, las cuales poseen carecter[sticas anfifflicas. As[ pues, una parte tie Is
motAcula presenta carActar hitirof6bica mientrac qua Ia atra axhibe prapiedadas hitir6filas.
Estos mon6ineros se esacian en ague a en solventes orgAnicos par ancima tie un valor de
concentrsci6n tienominadacancantraci6n micalar cr[tica (CMC), pare tier luger a agregetios
cuyas csrecterfsticas difieren tie las del mon6mara y hecen varier al misma tiampa las
propiedadas tie conjunto tie Ia disoluci6n. Dichos compuestas han sido estudiadac an
prafundideti [1977 L XVI] [1979 L XVII] [1982 L XVIII] [1984 L XIX] [1980 CR 283] y
continuan siendo abjeto tie investigaci6n tiabida a las interesantes prapietiades qufmices
qua prasentan y a sus multiples epliceciones.
Las agregetios miceleras son capaces, tento tie “organizarse” en s( mismos, coma
tie “organizer” cu entorno, difarenciAndose tie esta motia del sistaina (quitia en qua ce
encuentran. El gredo tie orgenizaci6n verfa tie unas sistemas a otras, siendo los mAc
comunec los qua se originen en solvantas sirnples, ye sea egue a disolvantas orgAnicos.
11.8.2.2 CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES
La estructure tie Ia micela as consecuencia tie Ia interaccidn tie varias mal&ules tie
tensoactivo. Estes interecciones son mi3ltiples, pretioininantia las tie carActaralectrostAtico
a hitiraf6bico. Normalmante Ia parte hidrof6bice tie Ia mot~cula estA canstituida par una
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catiana hidrocarbonada tie ocha eslabanes a mAc, miantras qua el rasta hidrafflico estA
formado par un nuclee qua puade car a no portador tie carga. En el caso tie tratarse da un
tansoactivo no i6nico, el recta hitirofflico tie Ia mol~cule Ia canstituye un egrupamiento
polar coma as el casa tie los egrupeinientas oxietil6nicos de las series tie Triton. Si el recta
hitirafilica as partetiar tie carga, 6sta puede car negetiva en al ceca tie las tencoectivas
anidnicos, coma el dotiecilcuifato cdtiica (SDS) a positive en el caso tie las tensoactivas
cati6nicos coma el bramuro tie cetiltrimetilamonia (CTAB).
Par encima tie un detarminado valor tie concantreci6n tie tensoactivo se produce
Ia egregaci6n. Este cancentraci6n as carecter(stice pare cede sistame micelar y se
danamina concantraci6n micelar critica coma ya hemas inencionado anteriormante. Una
vez qua se alcanza este valor tie concantraci6n, las mon6meras tie tensoactivo se unan
pare former Is micata. Ademts de Ia CMC, son prapiedades caracter(sticas tie cads micela
al numera tie esaciaci6n y Ia dicacieci6n i6nica. El fendinena tie agrageci6n a partir del
mandmaro sa representa en Ia FIGURA 12.
Si Ia agregecidn se produce en colucidn acuosa, las cadanas hidrofdbices ~a
orientan hacie el interior (rapelientia el egue), mientras qua las residuas hitirafilicas se
localizan an Ia suparficie tie Ia esfara qua se encuentra en cantacto can Ia face externe
acuoce. De esta manara, tel y coma se muastre an Ia FIGURA 13, Ia regi6n hitirof6bica qua
se cree an al interior queda aislada tie Ia face ecuasa extarne par una cape qua contiene
los rasiduoc polares del tensoactiva, reteni6ndase al mismo tiampo en esta cape una gran
proporci6n tie inolAculac tie egue qua solvatan los restos cergadac. Este cape se tienamina
“interface” y an el casa tie las tansoectivas i6nicas sa canoca con el nombre tie cane tie
Stern.
Las prapiadades f(sices tie Ia interface (flexibilidati, penetraci6n del egua, fuerza
i6nica local, pH...) puedan modificarse par Ia etiici6n tie campuestas tie natureleza idnica
(sales) a no (urea). Airadedor tie Ia cape tie Stern se cree une cape difuca, tambiAn liamade
dable cane aldctrica tie Gouv-Chaoinan en Ia cual se cituen los cantreianes nacesarios pare
neutralizer las carges elActricac tie Ia superficie micelar. En asta cape los contraiones se
encuantran an equilibria dindmica con las qua se ancuantran etisarbitios en Ia suparficie
miceler. El espasor tie Ia tioble cape el6ctrica tiepentierA tie Ia fuarza idnica del media,
pudi6ntiasa alterar el tainatlo y Ia farina tie las micelas al varier Ia cancantreci6n tie ones
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y aditivas. En el casa tie las iniceles no idnicas no existen cantraiones y las mol~culas tie
egue se eniazen par puantes tie hitirdgano a los oxfganos tie Ia cetiena poliaxietil6nica; par
tanto las micalas no i6nicas astAn muy hidratadas.
Generalinente las micelac sa conctituyen en pequetlas esferas tie dimensianec
camprenditias entra los 10 y los 30 A tie radio [1968 L XXI [1973 L XXI] pero qua baja
tiatarminatias circunctancies puetien avalucianar formantia egregatios tie aspacto cil(ntirico
(rod-like) y tie mayor tametla (FIGURA 12). Las micelas son astructuras tiinAmices en las
cueles los mon6meros estAn en equilibria con los agragatios, incarparAntiase y elejAntiose
del egregatia miceler [1974 JPC 1024]. El ntiinero tie agragacidn, esto as el ndmara de
monoinaros qua sa intagran pare formar Ia micela, varfe tiependiendo del tensoactivo y tie
las condicionec experimentelas, pudienda aicanzar veloras tie haste 200 mon6meros. En
las “micelas normales”, al interior (coraz6n tie Ia micala) as altamanta hidrof6bico y Ia
micraviscositiad puatie elcanzar valares qua oscilen entre las 10 y los 30 cP.
Las fen6menos tie asociaci6n, edemAs tie tenar luger en soluci6n acuosa puetien
protiucirsa tambi6n en solvantes no palarec, en cuyo ceso se denomina a los agregetias
qua sa forman “micelas inverses” par contraposici6n alas micelac narmalas. En las micalas
inverses, las mal6cuias tie tansoactivo se orientan can los rectas pateres hecia el interior
tie Ia inisma, tiontia se alaja al ague a los compuastas polares. Las cadanas hitirofc5bicas
se sitOen hacia el exterior tiontie sa encuentra el solvente epoler. Aunque is mayor(a tie los
tensoactivas puadan former micelas normeles a inverses segun at solvente en qua se
encuentren y grades a su carActer anfifilico, el diicaoctilsulfasuccinato s6tiico (AOT), el
cloruro tie bencilcetildiinetilemania (BDC) y el propianato tie dodecilamonia (DAP), son
ejeinplos clerac tie tencoectivos qua tian luger a inicelas inverses.
En Ia FIGURA 14 se inuestran las disposiciones tie inicelac narmelas a inverses.
Cabe rasaltar el hecho tie que et valor del radio en las inicelas inverses pueda aicenzar
valores muy cuperiares al tie las micalas normales (entre 15 y 80 A) 11976 JACS 2391]
11977 JACS 4730].
Dada qua une tie las carectar(stices mAc significativas tie las medias micelares as
su cepecitiad tie englaber a acocier colutos an Ia face micelar, consitieraremac brevemante
las posibies lacalizecianes tie los salutos an las micalas. En el casa tie las micelas normeles
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al caluto puade quedar ratenida en Ia suparficie miceler, canfinada en Ia ragidn pr6xima al
coraz6n tie Ia inicela a an el interior tie Ia micela prapiamenta dicha tel y coma se
representa en Ia FIGURA 15. Sin embargo, estas tres posicianes estAn menas definides ci
sa consitieran los moviiniantos tie antrede y salida tie las mon6meros dale micela [1978
JPC 2805].
Ha tie tenerse en cuenta edemAs qua muchos solutos poseen dimenciones
seinejentas a las tie las inandineros del tencoectivo y par tanto as imposibla tier une
Iocelizaci6n precise en Ia inicela. Na abstente puetian admitirse dos paciblas localizaciones:
an el interior tie a micela pr6xima a Ia suparficie a en Ia superficia en Ia vecintiati can Is
face acuasa axtarne, segun daminan las afectos tie interacci6n hitiraf6bica aelectrostAtics
antra el soluto y el media micelar.
11.8.2.3 TECNICAS INSTRUMENTALES
En los ultiinos atlas sa he increinentado al interAs par el estudia tie las propiedadec
ffsicac tie las egregatias inicelares, grecias a qua se pueda dispaner tie tAcnicAs
instrumantalas antafia conceptuadas coma muy laboriosas y camplicetias (tiispersibn
neutr6nice y reyos-X) y qua an Ia actualiciad sa puetian consitiarar tie rutine en laboratarios
aspecializados. El interAs as crecianta dada qua cede tifa curgen nuevas utilizacianes
industrialas tie tencoectivos tie nueva sfntesic y Ia caracterizacidn y anAlisis tie las mismos
raquiere el emplaa tie metodolog(as aprapiadas 11987 LXXII].
Un media miceler queda ceracterizetia par une sane tie perAmatros molacularas,
entra los qua sa ancuentran Ia cancentraci6n micaler cr(tica, el nuinaro tie egragaci6n, el
radio micalar, Ia farina tie Ia micela y tembi~n parAmetros termodinAmicas, coma son Ia
entalp(a y Ia capacitiati calorffice del procasa tie micalizaci6n, las cuales son depandiantes
tie Ia temperature. Fineimente, hay qua considerar las perAmetros ffcicos, coma a
permeebilided y fiexibilitiad dale micela, a microviscasidad y Ia micrapalaridati local. Tados
estos perAmetros tiafinan las propietisties estAtices y dinAmicas tie los agregatios
micelares.
Las t4cnicas instruinentalas inicietmante empleadas pare al cAlculo tie Ia CMC y del
numaro tie agregecidn fuaron Ia conductimetr[a y Ia osmometrfe. Ye en 1908, McBain
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[1911 ZPC 179] esteblaci6 Ia existencie tie agregados micalares mediante meditias
conductiinAtricas y asinoin~tricas.
Las medidas conductim6tricas se besan en qua Ia capacided pare contiucir Ia
corriente ei6ctrica tie una solucidn tie tensoactiva qua cantiana unicamante mon6maroc,
difiara noteblemente tie Ia contiuctividati una vez qua se ha praducido el fan6meno tie
egregaci6n. Esta t~cnica ce puetia emplear can Axita en al ceca tie saluciones duluitias qua
prasenten un valor tie CMC reletivemante baja [1971 EA 689], ye quasi Ia fuarza idnica
del media as elevatie no sa puetia observer el fen6mana tie agregacidn.
La asmometria permite al cAicuto tie Ia CMC y el ntimero tie egregeci6n graciac a
Ia variaci6n tie los coeficientas osm6ticos can Ia concentraci6n inalal tie tensoactivo 11979
L XXIIII. Las t~cnicas de “punta tie congeiecidn” [1981 CJC 18651 y lade “presidn tie
vapor” con muy utilas, ci bien 6sta ultiina no as exacts a cancentracionas infariaras eO’1
molal a pacer tie qua Ia actual instrumentaci6n permite qua ce descianda a cancantrecianes
mAc bajac 11981 JSC 181].
Las t4cnicas de dispersi6n, en cus diferentes modelitiades (REM UV y visibles,
rayac-X y neutrones) se empleen en Ia alucidaci6n del temetla, farms y propiadedes tie las
micelas. Si una rediacidn elactromagn4tica manacromAtica piano polerizada atraviesa un
volumen V qua cantiene N partfcuias, se produce un fen6meno tie tiisparsidn. Pare qua
~sta acurra, as necesaria esiinisina qua Ia langitud tie ontia da Ia REM incidente sea de
dimencianes similarec a las tie las part(culas qua se van a actudiar. Se puede determiner
Ia farina y tamatla tie las agregetias absarvenda a variacidn en el coaficiente tie tiifuci6n
al varier Ia cancantraci6n tie tansoactivo [1980 LXXIV]. Certian ha estudiado inadiante
esta t6cnica al afecto qua tiane el incrementa tie Ia fuerze i6nica del media sabre los
valares tie Ia CMC del dadecil sulfata s6tiica (SOS), abservando qua sa produce un
auinento en at valor del numero tie agregeci6n y del radio i6nico. Esto implica un cembia
en Ia farina tie Ia micela qua pace tie car esf~rica a car enisodiam4trica [1984 JPh 1263).
Esta efacta se observe tembi6n an al casa tie las inicelas de broinuro y clarura tie aiquil
trimetil amonia 11983 JPC 14091. Igualmente sa he descrita Ia influencia qua Ia langitud
tie Ia cadena hidracarbanada ejerca sabre Ia farina tie Ia micele, medianta las t~cnices tie
difuci6n cuacielistica tie Ia luz 11982 JPC 2388).
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Las t6cnicas madernas tie disparsidn tie reyas-X y tiicpersi6n tie neutrones
canstituyan una valiasa ayuda a Ia ye clAsica espectrascapie tie disparsi6n tie Ia luz y
permiten seguir is evolucidn del sistema dastie los mon6meros, pasantia par las micelas
acfdricac y lee tie tipo alergado (rod-like) haste alcanzar un sistema polidispersa [1985 JPC
29961. Asiinismo, el ectudia tie las micelas tie SDS madiante Ia tiispersi6n tie neutranas
[1985 JP 2161] permita Ia caracterizaci6n tie los sistemas estudiedas can une resaluci6n
tie 5 A.
La espectroscopia Raman proporciane una valiosa informeci6n sabre el gretia tie
empequeteinianto y ardeneci6n tie las catienes aiquilicas en el interior tie Ia micela [1972
JACS 1109] [1973 BBA 245] [1975 BCSJ 2264] [1976 JPC 1462]. Las bandac tie 1064
y 1124 cm~’ carrespondientes a Ia vibraci6n tie tensi6n C-C, indican el gratia tie egregeci6n
tie Is astructure, pudiendo obsarvArsa los cambios tie face tie las micelas esf6ricec a
micalac tie tipa elargedo en el ceca tie las tansoactivoc ceti6nicos. En al caca tie las
tansoactivas no i6nicos, Ia espectrascopia Reman pane tie manifiasta qua los qua son tie
cadena large presenten un arrollemianto halicoidal (caco del Brij-35), mientras qua an los
tie cadena carts coma el Triton X-100 at arrollamianta as abierto.
Las espectroscopias de luminiscencia molecular an sus vertientes tie fluarimetr(a y
fasfarimetr(a, praparcionan una velioca informaci6n no s6la cobra las ceracteri’sticas ficico-
qufmices tie estoc egregadoc, sina tambi6n scarce tie las propiadades dinAmicac del
sisteme [1974 JPC 1901 [1976 L XXVI. Las primeroc astudios utilizan Ia majors tie Ia
intansitiad tie fluorescencia a del rendimianta cuAntico tie Ia radamine [1947 JACS 6791
pare el chlculo tie Ia CMC. Es muy frecuente al usa tie marcadoras tie fluoreccencia coma
el pirena cerboxaldehfdo [1977 JPC 2176] pare abtenar informeci6n acerce tie Ia polaritiati
tie Is cuperficie micetar. El pireno 11977 ACR 133] as OtiI en at estudia tie Ia polarided
interna micaler. Asimisma, un anAloga del pirena, al dipirenil propana, sa ha einpleatia en
los astudioc tie microviscasidad tie micelas gracies a Ia particularidati tie ecte campuesta
pare former excimaros. La ralaci6n tie intencideties tie fluorescencia exc(maro/man6inero
estA intimemente ralacianatia can Ia viccosidati [1978 CPL 429].
Los fen6menas tie emortiguecidn tie fluorescancia (quenching) tie
pireno/cetilpiridinia [1984 JCiS 152] y Ru(ll) bipiridinia/metil antracana [1978 JACS 5951],
con tambiAn utiles persia tiatarminaci6n del nt2inero tie agragacidn tie numerocos sistemas
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miceleres. IDe especial interds as is tietarmineci6n del grado tie empaquatamiento tie las
cedanas aiquflicec a Ia rigidaz micelar madianta al ampiaa tie t6cnices tie potarizaci6n tie
fluorescencia [1978 JACS 984].
Al igual qua en las t~cnices tie luminiscencie se emplean marcatiores fluoreccentes
pare explorer las caracter(sticas tie Ia micalec, en espectroscapia de resonancia de espin
electr6nico sa ainplean marcadoras tie asp(n can este prop6sito [1972 JOIS 145111973
JCSFT 13211 putii6ndosa tietactar las espacies con pares tie electranes tiasapereados. Par
ella as una t6cnica muy util pare el astudia tie las aspecies paremagn~ticss y tie las
reacciones an las que intervienen redicales libras. Entra las primaros marcadares tie acpfn
utilizatias. destaca el cati6n radical tie Ia ciorpramazina 11942 N 9921. Con pasteriaridad
ce intradujeron los radicales tie nitr6xida y sus derivados 11962 N 4721 [1964 TL 1775]
qua prasentan una reletiva estabilidad y simplicidad an Is interprateci6n tie los aspectras.
Las radicalec tie nitr6xido puedan adopter distintas ariantacionec tiependienda tie Ia
estructura miceler. Esta hacho ha perinititia al astudia exhaustivo tie las micelas tie SDS
y CTAB. El marcatior intercelatia antre las mai6culec tie tensoactivo en Ia micela presente
una dictinte movilidati sagcin el antarna [1968 JPC 4129] 11980 BCSJ 975].
Las variacionas en el valor del desplazemienta qufmica tie tieterminadas catlelas an
espectroscapia de resonancia magn4tica nuclear (RMN), permiten el estudia tie las
caracterfsticss tie los medios micelares madianta esta t~cnica, cuya gran vanteja radica en
su gran versatilidati aunque tiene coma cantrapartide su baja sansibilidad. Las difarentas
inetatiaiagfes tie an~lisis del tiesplezeinienta qu(mica 11966 ACS 2019] [1972 JPC 14601
y relajaci6n 11965 TFS 182] [1973 JACS 4871] faciliten los astudios tie los equilibrias tie
esaciaci6n an micelas, del tamatia y forms tie las agregados, Is hitirataci6n, los enlaces tie
los contraiones, Is actructurs tie Ia soluci6n y los aquilibrios tie colubilizaci6n.
Las astudios par RMN cobra Ia salubiiizeci6n tie mol6culas aromAticas en micelas
11974 JACS 7869] [1977 JPC 2176] ayutien a astablecar Ia localizsci6n tie dichac
mai~cules, ys see en el interior a en Ia cuperficia micelar. As[ el pirano y sus tiarivados,
Acitia pirena sulf6nica y Acido pirana butfrica, tienen una iacelizaci6n diferanta en las
micelac tie CTAB. El pireno pravaca un gran tiespiazamianta qu[mica tie los pratanes tie
los grupas metilena del tensoactiva; par al cantraria el Acitia pireno sulf6nico y el pirena
but(rico ceusan Ia modificaci6n tie las dasplazamientos qufmicas del metila del
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agrupamiento N-CH3, sienda al efecto mAc mercada an al caso del pireno suif6nica. Ecte
hacha tiemuastra qua el pireno sa localize en al interior mientres qua las derivados Acidoc
(mAc palares) se localizen en Is superficie iniceler. Estudios camplementeriac lievados a
caba par aspectroscopia tie fluoreccencia molecular panen tie menifiesto qua las tierivetios
mAc palares tie pireno coma el pirano suif6nico, se lacalizen an Is suparficia par
contraposici6n el pireno qua puatia quatiar anglobado anal interior tie Ia micela [1966 JPC
2138] [1969827421.
Na tan habitualec paro no par ella sin utilitiati, son las tAcnicas basatiac en Ia
birrefringencia eldctrica qua ponen tie manifiesta Is existancia tie las agregatias micelares
tie tipa cili’ndrica (rod-like), tiemastranda qua Ia longitud del egregeda as praporcionel a Ia
raiz cuetirada tie Ia diferencia entre Is cancentraci6n tie man6mero y Ia CMC del
tencoactiva [1981 JPC 1418].
Entre las t4cnices alectroqufinicac ampleetias en el actudia tie los agregatiac
inicalares, destacan Ia polerografi’e clAsice y Ia potenciometrie con electrados salactivos
tie lanes. La t6cnicas palarogrificas se ha empleado pare al cAlculo tie Is CMC 11981 ZC
28]; asimisma, dada qua estee t~cnicsc praporcionen tiatas sabre las coeficientas tie
difuci6n, parmitiendo al cAicula del tamatlo micalar graciec a Ia tiatarminaci6n tie los
coeficientas tie difusidn tie las espacies alectroactivac qua sa axitian a se reducen frenta
a un elactrodo tie gatac tie marcuria 11972 JCIS 4241.
La potenciarnetr[e con electrodos selectivos constituidas par mol4culas tie
tensoactivo, se he utilizatia para determiner Ia concentraci6n tie los ones tie tansoectiva
libre (inon6meras) prasantes en las sisteinas micelarec. La raspuecte del alectrotia dabe
car sensible an un amptia intervela tie cancentraciones par dabeja tie Ia CMC y edemAs
dabe car selectivo al tansoactivo an presencie tie otros posiblec ones intarfarantes. Existen
alectrados sansiblas a las cancentracianas tie tensoactivas tanta ani6nicas coma
cati6nicas. Estos elactradas tie membrane [1959 JPC 6501 [1974 BCSJ 3165] [1975
BCSJ 2755] [1978 JCIS 590] [1981 BCSJ 3128] normalmente utilizan coma electrado tie
referencia el tie celamelenoc. TembiAn existen electratias sensiblas formedoc par un
electrotia tie referancia (celomelanos, AgCI) y un alactrodo metel/tensoactivo, par ejampla,
n(quel/alquilcarboxiiato tie n(qual 11968 IJC 140] a plata/dacenoato tie plate [1979 JCIS
68].
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11.8.2.4 UTILIDAD Y APLICACIONES DE LOS MEDIOS MICELARES
Los medios inicelares y las tansoectivos han sido abjata tie atenci6n par sus
aplicecionec en las industries qu(mica y farmac4utica 11964 L XXVI] 11977 L XXVII],
tiasempatlanda un singular papal en los pracesos tie satubiiizaci6n [1968 LXX] esf coma
en Ia catAlisis tie reaccianas argAnicas an medias heterog4neos [1973 LXXVIII] 11975 L
XXIX], las cuales en ciertos casos recuerdan ala catAlisis enzimAtica [1970 APOC 271]
[1973 PBC 1]. Con raspecto a Ia reactivitiad ce ha estudiada su influancia en Is catAlisis
tie reacciones fatoqu(micas y aimacenamianto tie anerg(a par ecta v(a [1977 CPL 542]
11977 L XXX]. Igualmente constituyan un matiela muy edacuetia para el ectudia tie
agregatios mAc camplajas coma as el caso dales biamembrenas 11973 L XXIa] 11980 JPC
14851 [1982 L XXXI].
Las aplicecianas anaifticas tie las madios arganizadas ectAn (ntiinamante
relacianades can Ia cepacideti tie salubilizar a los analitos. El empleo tie tencoactivos puede
evitar pracesas tie extracci6n I(quida-Ifquida, hacienda mAc rApido y sencillo el anAlisis
[1985 ACA 1] 11986 Ta 697]. Asimisma ce mejora Is sencibilided tie las determinaciones
par espectrofotometria tie absarci6n UV-VIS y espectroftuorimetrfa [1982 AL 2211 [1984
TAG 143] [1986 Ta 697], permitiantia Ia observeci6n tie fasforascencia a temperature
ainbiante en mediac fluitiac [1980 AC 754111981 AC 437] y is mejore tie las candicionas
tie separaci6n crametagrAfica [1981 AL 16591 [1984 JLC 12731.
Muchac tie las aplicaciones tie las micelac resitien an at hecho tie qua son cepaces
tie salubilizer compuestos insolubies a ti4biimenta salubies en egue, gracias a Ia
incorporaci6n del compuasto orgAnico en cu interior. Ac( pues, en t6rminas genereles,
potiemos decir qua Ia calubilizaci6n as un fen6mana an el cuel se esocia el saluta brganico
(sa!ubiiizadaj a Ia astructura micelar. Coma se indicd en al epartedo 11.8.1, las maI~cu~es
orgAnicas hitiraf6bicas intiucen fan6inenos tie ectructureci6n tie las mal6culac tie ague a
su airatiadar Ia qua induce qua al cambia tie antrapfa qua acampatla a Is disoiuci6n as
negativa. Dada qua tada sistama qu(mico tiende el estado tie mfnime energfe libre, las
mon6maras tie tensoactivo se egragan dantia lugar a un tiescenso del valor tie AG. Una
vez qua ce ha farinetia at agregado, las compuestos insatubles ce unen a las inicalas,
quetianda anglobadoc par alIas y par tanto solubilizetios. La salubilizeci6n sa produce pare
una concantraci6n superiors La CMC del tensoactivo, par Ia qua al ceguimianto del proceca
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tie solubiiizaci6n constituye un m4tado pare Ia deterininaci6n del valor tie Is CMC. El
procesa tie saiubilizacidn canlieva Is recuperaci6n tie las caractar(sticac qu(rnicas del
campuesto en solvantas orgAnicoc tie paleritiad manor qua is del egue.
La solubilizaci6n gracias al empleo tie tensoectivas canlieva inejaras muy
spraciables an Ia eiaboracidn tie tieterminadas formec farmecAuticas. As(puas, numerosac
madicamantos tales coma, bactericidas, vitaminas lipasolublec, esteroides, antibi6ticas y
aceitac esanciales, ca farinulan empleentia agentes tansoactivos qua facilitan Ia
saiubilizaci6n del principia ectivo, mejorantia su estabilidati y ectivitiad fsrmecol6gice. Par
ajemplo, el Triton WR 1339 y el Twean 80 sa hen utilizada en Ia solubilizaci6n tie
asteraitiec en colirias; los 4teres da patiatilenglical tambi4n ce han empleatia en Ia
solubilizaci6n tie vitaminas A,D yE, coma alternative a los 6staras (mono-caprato, caprata,
patmitata, linoleeta...) del retinal y Is vitamins ID, tiebido a Is ectivitiad hamotitica que
presanten ectos ultimas y qua as mAc elevatia qua Is actablecide pare los tensoactivos no
i6nicoc [1959 JPSJ 988].
Los sisteines miceisres praporcionan un entorria en el cual las moi~cules pueden
reaccionar, mostranda un comportamiento bastante diferante del qua pueden exhibir en
media scuaso. Estas inedios argenizados permiten al deserralla tie reeccionas entre
campuestos tie carecterfsticas muy diferentes, en cuanto a hidrafobicitiad/hidrafilia gracias
a Ia soiubilizecidn tie las reectivos. Da otra modo estas reaccianas se deserrollari’an con
axtramada dificulteti. Par tanto, Ia velocitieti tie reacci6n puetia madificarse [1973 L
XXVIIis] [1984 AC 1132] y en Ia mayor(e tie los cesos Ia qua sa busca as una majors,
Ileganda a incrementarse Ia velocitiad tie Ia raacci6n an tres 6rdanas tie megnituti.
Iguelinenta se puetian disminuir sensiblemante las reecciones secuntiarias y dasplezar los
aquilibriac redax y Acida-base con mayor efactivitied qua en los medios homagAnaas.
Se hen observado efactos tanto pasitivas coma negetivas sabre Ia catAlicis, dabitia
probebieinente al incramanta tie Is concentraci6n local tie los reectivos a las protiuctas,
los cualas sa acumulan anal interior tie Is face disperse micelar a en Ia interface [1980
JACS 3188] [1980 JPC 14911. Sin embargo esta no as Ia Cnica raz6n qua explica las
afectoc cateifticoc. Han tie tenerse an cuente otros perAmetros fisica-qu(rnicos coma Ia
palarided, Is viscosidati, Is cancentraci6n tie ionec en Ia interface y Is estabiiizeci6n tie los
intermedios tie raacci6n [1975 IC 29931. Asimisma, hay qua tener en cuenta los efectas
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tie orienteci6n [1979 NJC 487] y las interacciones ecpec(fices entre los reactivac y las
cebazes polares tie los tansoactivos (dipola-dipolo, farmaci6n tie puentec tie hitir6gena
etc..).
Thames [1980 CR 283] etribuye Ia mejora en Ia velocitiati tie raacci6n a verios
factaras. En primer luger las micales solubilizen a los reactivos en at propia volumen
micelar, muy reducido, incrementAntiose ss( las cancentraciones locales y par tento Ia
velocided tie Ia reeccidn. En segundo luger, Ia interfaz micala/media acuasa posee
propiedatias tales qua ajarcan une influencia significativa an Ia reacci6n. As(pues, at campa
al6ctrico local an Ia superficie micalar (i6nica) as superior a iO~ V/cm [1964 JCIS 722]
[1967 ACtS 241]. Tales campas al~ctricos pueden varier las astadac tie trensicidn tie
muches reaccionac. Coma ejamplas tie Is majors tie reaccianes en medics inicelaras
tanemas los dale formacidn tie camplejos entra ionec metAlicos y tetrafanilporfirina 11975
IC 2990] [1975 IC 2993], Is fotorreducci6n sensibilizatie tie is ciarafile an presencie tie rajo
tie metilo y ascorbeto 11980 JPC 1495] ala formaci6n tie las correspondientes isoindales
antre OPA (o-ftaldialsitieh(tia) y amines tie elavado peso molecular incolublas en ague
[1986 ACA 179]. Los reactivos puetien intaraccionar en una interfaz muy amplia, del arden
tie 100-1000 mUg.
Muchas tie las reaccionec mejareties an prasencia tie los medias micelaras can
reaccionac qua sa intiucan par v(a fotoqufinica. Estos procasos aparecen resumitios tie
forms asquamAtica an Ia FIGURA 16. En el procaso I, las reactivac se tiistribuyen tie farms
favorable an at interior tie Is micele, tiabido a su carActer hidrof6bica. La excitaci6n par v(a
radiante conduce a Is formaci6n tie las productac. En el procasa II, las reactivac A
(hitirof6bico) y C (hitirafilico) sa encuentran an distintac faces; pare qua ca tieserralle Ia
excitsci6n par vfa radiente deba contiucir a K y asi mismo a Ia penatraci6n tie C en Ia
inicele. En el praceso Ill, Ia excitaci6n tie luger a une trensfarencia tie electronas entre A
y 6, qua se encuentra parcialmente salubilizado en is miceis. La carga de is micele
praducirA afectoc tie rapulci6n a atrscci6n sabre B. En el procaso IV, Ia excitsci6n par v(a
radiante tie A, conduce a Ia farmeci6n tie un radical libra (A’). pare posteriormante
tiasprentierse tie un electr6n qua pace a Ia face ecuose externa.
Asf, tietarminatias reaccianas fatoqufmices puedan mejorarce tie forms
axtreordinariamente selective medianta el ampleo tie medias micelarec epropiados.
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Mediente el usa tie inicelas con distintos tipas tie contraianas as pasibie abtener una gran
selectivitiati an ciertes reacciones fotoqufmices. La irratiiacidn tie acenaftilena (FIGURA 17)
conduce a Ia fototiimarizaci6n [1967 CB 3146] 11970 JACS 62861, ariginAndasa el
is6mera c/s si Ia reacci6n transcurre vie singulete excitada St mientras qua si Ia reaccidn
camina vfe triplete excitetia 1” se abtiane una mazda tie los is6meros c/s y trans (1:9).
Esta fotatiimerizaci6n as sensible a Ia presancia del Atomo pasedo extarno [1974 JACS
1229] 11975 JACS 249] y Ia presancia tie yaduro tie etilo en el solvanta conduce a Is
farmaci6n mayoriteria del isdmara trans. La irretiieci6n, an pracencia tie distintos medias
micelares, conduce a Is forinaci6n insyariteria del is6mera c/s en el caso tie] SDS y del
Triton X-100. En el ceco tie las tensoactivac cati6nicos CTAB y CTAC, tiicminuya Is
praparci6n tie is6mera c/s sientia especielmenta significative en el casa del CrAB,
probableinante tiebitia al efacta tie los contraiones bramura 11984 JP 395].
La icomarizaci6n tie las 4-hitiraxiestilbenos [1986 JP 239] a Ia tiimerizeci6n tie
antracenos 11984 JP 37] sustituidac anal seno tie inedios inicelares, pravaca cambios an
las caracter(cticas f(sicas del media, as tiecir varieciones en Ia viscositieti seg6n el
fotoprotiucto ariginstia, el cual se esacia tie distinta manera a Ia micela. Coma quetia
reflejado en Ia F1GURA 16, el procesa Ill implica Is catdllsis an los procesas tie
transfarancia tie carga tie los medios micalares. La alacci6n del tancoactivo as crucial ye
qua ~ste deba favoracer Ia formaci6n tie ones y Ia seperaci6n tie carges. En efecto, Ia
excitaci6n tie aminapireno (AP) y benzoquinana (BO) en al sana tie SDS, angina AP~ y BQ~
11977 CPL 542]. Con esta misino tencoectivo sa cancigue Ia retiuccidn sansibilizatia del
ezul tie matilena (AM) en presancia tie lO-tiotiecil naranja tie acridine (DAO) qua ectCia
coma sensibitizador. La raducci6n trenscurre a trav6s tie un procaso tie transferancie tie
energ(e singulate-cingulete tie DAO~ a AM~ y par un procaso tie transferancia aiectr6nica
tniplete-triplata tie DAO + a AM~ 11985 JP 363]. Sensibilizador y reactiva expenimentan una
interacci6n muy favorable can el entarno micelar debido a su cerActar cati6nico.
En totios las cacos las medias inicelares son crucialas ye qua favarecen Ia
existancie tie espacies en estada excitado tiurante un tiempo a suficientementa argo coma
pare qua se praduzca Ia reacci6n. Tsmbi~n ayudan a Ia solubilizeci6n tie las especias
hitiraf6bicac (arenas, calarantes, porfirinas, ciorafiles), organizAntiales en Is praximitiati tie
su antarno pare facilitar is transferencie eiactr6nice. Estos pracesos tie trensferencia tie
electrones ce van an general favaracidas par entornas palaras como puade car al ague. La
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axciteci6n par vfa radienta conduce an tieterminadac ocasianes a Ia ianizecidn tie Is
mal4cula qua ce estA estudiendo, procasa qua se conoce coma “fatoianizacidn”. Estos
pracesac ce van muy fevorecidos en el seno tie salucianas tie tensoactivas (proceso IV
FIGURA 16). Se he descrita Is fotoionizeci6n del pireno en distintac solvantec, canduciendo
a Is formaci6n tie catianec arena 11970 JPC 41371 [1972 JCP 3649]. En el caca tie las
micelas, el cati6n pireno permanece en el interior tie Ia micela, mientras qua al alectr6n as
expulsedo al exterior; ecto as tiebido a qua Ia superficie negative tie Is micela se interpana
entre cationes y electronas, originentia une ceparecidn aficaz tie las carges. Par regis
general, las sistemas miceleres raducen Ia energfa nececaria requeride en las procesac tie
fotoionizeci6n. Citeramas coma ejemplo el fenatiazeno [1976 JACS 5723], Ia
tetremetilbencidina [1976 JACS 5349] y el aminoperilena [1978 JACS 3239], qua san
lanizadoc an el seno tie medios micalares, reduci4ndose Ia energia nacesaria pare Ia
fotaionizaci6n en epraximedarnante un 50% (tie epraxiinetiamenta 6’S eVen face gaseoss
a 3’0 aV en medioc micelares).
Algunas apliceciones enelfticac del empleo tie tensoactivos, residen en Ia capecidad
tie soiubiiizaci6n tie sustencies lip6filas evitanda detarininatiac procesos tie axtracci6n, a~i
coma en Ia colubilizaci6n tie compuestos qua paseen crom6faros. Se sabe qua par regIs
general los tensoactivas aumentan los velores tie las coaficientes tie absorci6n molar tie
numerosos compuestas orgAnicas y tie complejos metAlicac colareadas. Iguelmente
incrementan Ia sancibilidad tie las detarminecianas analftices an espectrofluorimetria y
periniten Ia obsarvaci6n tie fosfarescencia a temperature ambiante, Ia cual facilita Ia
menipulaci6n tie las muestres y tambiAn Ia utilizacidn tie acts t~cnica en anAiisic tie rutine.
Las medios micelaras pracentan caracterfsticas singulares dada qua puatien
intereccianar con los calutos, a trav4s tie fuarzes hitiraf6bices a alactrostAticas. Destie al
punta tie vista tie las daterminaciones espectrofluorim~tricas cobresalen las siguientes
ca ractarfsticss:
- Solubilizan, compertimantalizan y cancantran/ceparan analitos y/o reactivoc.
- Modificen el microentarna qua rodee al enelita esacietia y/a incluido.
- Modifican el rendiinienta cuAntica tie fluarascencia ~.
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Verfan las velocidedas tie pracecos qu(inicos y fotof(sicos.
- Desplezen los equilibrios qu(micas.
- AdemAs, hay qua destacar qua los madios miceisres can estables, 6pticamenta
trensparantas, fotoqufinicamante actebles, beratos y reletivamente no t6xicas.
La mayor ventaja tiestia el punto tie vista anatftico as Ia majors en Is sensibilidad tie
Is aspectrofiuorimatr(a y Ia tiicminuci6n tie las interferencies. La mejara an Ia sensibilidad
se axplica par varies razanes. As(, al primer afecto qua se observe as un aumanta en Ia
solubiiizacidn del compuasta hitiraf6bico. En general cede micela calubiliza une unice
mol6cula, par Ia cual acts quede aicletia dat entarno dontie pueden existir sustanciss
interferentes y amartiguatiaras tie fiuarescencie. igualmente, el aislemienta tie une
inol4cule medianta une micela evita Ia formaci6n tie axc(meros, favoracientia par tenta Ia
ainisi6n fluarascante del mon6mara.
El incrementa tie Is viscositieti local en el media micelar fevorece Ia emici6n
fluorescenta porque dicininuye al “quenching” par vfa colicianal. La amortiguaci6n tie
fluareccencia tiebida al oxfgeno disuelto as mayor en el caso tie los saiventes argAnicas
qua con el ague, dada qua Is solubilitiad del ~2 en ague as mucho manor. El tiascenca tie
Ia palaritiad local en las micelas, facilita Is tiisaluci6n del ox[gena y par tanto el
incrementarsa cu concentracidn en diche ragidn [1985 JCIS 1941 se praducirA
emartiguacidn. Este fen6mena se campruaba ci se compera el distinta compartamienta tie
las fluordforos pirena y las Acidos pirena but[rica y pirano sulf6nico an al seno tie
microemulsionec y SOS. Ad’, mientras qua el pirana as muy sensible a Is amortiguacibn tie
fluarascancia par parte del ~2’ debido a su iocalizaci6n an el interior tie Is micela
(hitirof6bica), cus hom6logos Acidac exparimentan un tiAbil fendinano tie amartiguaci6n
debitia a cu iocelizaci6n en Ia superficie micelar, mAc hidrofilics y donde Ia concentreci6n
tie ~2 as mucho manor 11980 JACS 3188] 11980 JPC 14911. Esta pratacci6n tie las
estadoc excitadas par parte tie los inadios micalarec canileva majarasen a censibilitiati qua
hacan descender las (mites tie tiatecci6n entre 20 y 50 vecas [1982 Ta 397] [1983 A
13861. Par otro ado, tiisminuyen las interfarancies tiebida a qua protagen a las malAculas
tie los compuastas intarferantes pracantes en Is face acuaca externa. Par regis general, los
tensoactivas ani6nicas prategan tie las interferantes ani6nicas y las cati6nicas tie las
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cationes debitia a los fendmenoc tie rapulsidn electrostAtics. Los tensoactivos no i6nicos
deben proteger tie embos tipas tie interferentes i6nicos
Par estas razanes se hen empleeda dictintos tansoactivas tanta cati6nicas coma
no i6nicoc, pare incrementar Ia sensibilidati an Ia tiatermineci6n fluariinAtrice tie
cainpuastas arginicos coma el pirena y otros hitiracarburoc eramAticas [1982 A 1073]
[1983 AL 241], as( coma an Ia tieterminaci6n fluariinAtrica tie metalas mediante al usa tie
reactivos argAnicas fluarescentes [1984 ACA 159] [1984Ta 361] [1985 AC 1681111972
AL 637] [1974 MJ 261 [1983 A 13861 [1986 AC 2161]. Las medios micelares tainbiAn
se han utilizado pare inejarer las determinaciones en otres tAcnicas tie luminiscancie
alternatives, coma par ejempla Is quimialuminiscencie 11984 AL 251) a el
fluorainmunoanAlisis [1984 Ta 909], as( coma en Ia detarmineci6n tie compuestac
aminatios inediante su raacci6n can artaftaldialdehfdo (OPA), incramentAndose at
randimiento cuAntica tie fluorescancia tie los derivedoc abtanidas [1986 ACA 179] 11990
ACA 187].
En asta l(nea tie mejara en Is sensibilidad tie las tieterininacianes anaifticas e
increinento tie Ia reactivideti en el cena tie los medias microsc6picamenta organizadas. se
ha propuecto [1990 ACA 181] el emplea tie vas(culec obtanitias a partir tie tencoactivos
sint~ticos, coma as al bramura tie didodecildimetilamania. Estas vas(culas sa argenizen y
cainportan tie farina anAlogs a las membranes bial6gicas y ce propane su utilizaci6n pare
Ia majors en Is tietarmineci6n fluorim6trica tie eluminia, ye qua edemAs tie incrementar Is
sansibilitiad puaden fevarecer Ia reactivitiati del egente quelente y del analita.
Es quizAs en at campa tie Ia fosfarimetria, donde al empleo tie las tansoactivas y
las madias micelares estebilizetiac, ha adquiritia un papal tie singular relevancia. La
dificultad pare observer fasfarescancia a temperature ambiante ce tieba a Ia axtremads
sansibilitied tie las astatios triplate axcitado frante a Ia emortiguaci6n par el axfgano
disuelto y atras especies paramagn6ticas prasentes en coluci6n, Ia cual implica Ia
necesitiati tie utilizer coluciones vitrificadas con N2 lfquido (77 K) can elfin tie evitar is
tiifusi6n del axfgeno en salucidn.
Las sistemas micelares faciliten Ia existancia tie tripletes axcitedos tie tiampa tie
vitia lergos, edemAs tie proteger tie las amortiguedaras presentes en al saivente. Y dada
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qua solubilizen una mol4cule par micete, inhiben las intareccianes entre las moi~cuias an
ectado exciteda y las mol4cuies en astetia fundamental qua tiesactiven los ectadas
excitetias. A Kalyanasundaram [1977 CPL 501] ye Almgren 11979 JACS 279] sa tieben
las primeras estudios qua permiten Ia observaci6n tie fosfarascencia a temperature
embiente en solucianes fluities. Ectos hachos fuaran confirmedac pastariormenta par atros
eutores [1978 CPL 2071 11978 PP 523].
Cline Lava 11980 AC 754] 11980 AC 1559] 11981 AC 437] [1981 AC 1872] 11983
SpA 1421] [1984 AC 327] fue quien primera tiamostr6 Ia utilitiati enel[tice tie las mediac
micelaras/fosforescencie a temoersture embiente (MS/RTP) pare Is daterminaci6n tie una
amplia game tie cainpuestos argAnicos, antra alias hitirocarburas aromAticac palici’clicos
(fanantrena, crisana, fluareno, banzola]pirano...), bifenila, es[ coma compuestas con
activided ferinacal6gica. En el sano tie distintas madiac micaleres, ganaralinante
dodacilsulfata s6tiica, sa observe fosforeccencia. Ia cual ectA favorecida par is prasancia
tie contraiones coma TI~ y Ag4 que fevorecen el cruca entre sistemas y Ia emisi6n v(a
triplata. La atiici6n tie Atomos pesedos, genaralmente hel6ganos, favorace Is emisi6n
fosforescenta y ha tiemastredo tener une utilitiati aneli’tica significativa. En estas
candicionas, los (mites tie tiatecci6n hallados pare diversac custancias alcanzan valaras
tie i0~ a 10<0 M.
IDe Luccia [1984 AC 2811] he tiemoctrada is pasibilitieti tie observer fosfareccancia
sensibilizatia a temperature ambiente grecias a qua las inicalas fevaracen al fan6meno tie
transfarencia tie energ(a. El bifenila fasforesce a temperature ambiante an candiciones
apropietiss. La trensferencie tie enarg(e destie el triplete excitatia tie un danadar al bifenila,
puede resumirse as[:
D(T4+A(5
0) —. D(S4+A(T1)
siantia 0 el tianadar (compuesto qua sa ye a enalizer) y A el eceptor (bifenila).
En consecuancie, a trev4s tie Ia inadida tie fasfarescencie del bifanilo puede
tieterminarca Is magnituti tie Ia amici6n fosfarescante del enalita (donedar). La
transferancia tie anergia ha tie praducirse en un colvente edacueda, scetonitrila, metanol
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a ague, qua no interfiara canal praceso tiesactivantia las ectatias triplete excitatia [1981
Ta 717] [1982 AC 891]. Se ha demastretia qua Ia eficacie del proceco tie transferancia
tie energ(e aumente cuanda Is reacci6n transcurra en un media micrasc6picamente
organizeda, ye seen madioc micelaras a cicladaxtrinas.
Par regle general, los heteraciclas nitragenatias axhiben una fosfarascencia mAc
dAbil en el seno tie medios micelares qua sus ham6iagos cerbocfciicas. Sin embargo no
exictan rezones eparentes a intri’ncecas pare qua acta sea as(. Las tierivatias tie carbazol
fosforescen intenseinente en el seno tie los medias micelares a las qua sa he edicionado
Atainas pesadas pare favarecer el ecoplemienta esp(n-6rbita, y par tanta Ia amisi6n v(a
triplete [1981 JPC 20471. El talia y Ia plate tambi6n sa empleen coma fevarecetiores tie
is fasforascancia debido a su afecto de Atamo pesatia extarna. El incremento an Ia
fasfarescencia se axplica grecias a Is formeci6n tie un campleja tie transfarancia tie carga
entre el nitr6gana heterac(clico y el telia [1984 SpA 643].
Al igual qua las inedioc micelarec fevarecan Ia emisi6n fluareccenta tie quelatas
metAlicoc, se incrementa tambiAn Ia emisi6n fasforescente tie las citedos queletos, Ia qua
permite is determinaci6n cuantitativa tie metales mediente fosforimetr(a [1987 AC 774]
[1988 ACA 235] [1988 MA 269]. Los resultados abtanidos an cuanta a [mites tie
tietecci6n y precici6n pare el Al y Nb son comparables a los obtenidos par aspectrascapia
tie absorci6n et6mica con cAmera tie grafito.
La metotiolog(e anai(tica necasaria pare observer fasforascancia a temperature
ainbiente iinplica en muchas casos Is tiesaxiganeci6n tie las muastras, recurrientia ye sea
al vacfo a bien barboteentia un gas inarte (N2 a Ar) a trevAs tie Ia saluci6n. AdeinAs del
tiempo qua consume, asta canileva Is farmeci6n tie espuma an el caco tie las inedios
micalares. Recientemente se ha propuesta [1986 AC 1436] al emplao tie culfito c6dico
coma egenta secuestrenta del ~2 en saluci6n, ye qua sa praducirA Ia siguiente reacci6n:
2SO32~ + ~2 -. 2S042
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La ausencie tie 02 fevarece Ia amisi6n fasfarascente y Ia metodoiog(a del trebaja
as sencilla y perinite una fAcil manipuiecidn.
La sensibifitiati en Ia detecci6n fluarim4trica a fosfariin6trica tie campuestos tras su
separaci6n par HPLC sa ye incrementada mediante Ia atiici6n tie tansoactivas a is fasa
m6vil, Ia cual no s6la incramanta Ia sansibilided sina qua edemAs conileve una majors en
las caractarfsticec tie a cepereci6n ye qua el tensoactivo pueda modificar a palaritiati del
compuasto qua se quiere separar [1982 AC 1552] [1984 AC 327] [1984 AC 1557].
La electraforesis capilar (CZE) as una tAcnica tie reciente introduccidn en al campo
del enAlisis tie compuectos tie baja peso molecular 11981 AC 1298] [1981 JHRCCC 230],
paro qua guarda similituti can Ia elactraforesis tie zone convencionel an cuanto a su
fundemanta. Esto as, Is separeci6n de los portatioras tie cerga se realize baja Is acci6n tie
un campa etdctrico externo. Sin embargo, su tiicposici6n instrumental, Ia aficacia en las
saparaciones (nOmaro tie piatos te6ricos) y las aplicaciones aneiftices cuantitativac, son
en tado punto comparablec can Ia cramatagraffa (quida tie site aficacia (HPLC).
La liinitacidn principal tie Is alectrofaresis cepiler can respecto el HPLC, as qua a
priori s6la pueda apticarse a campuestas partedares tie carga, ye qua las part(cules no
cergadac se maverAn tades a Ia misma valocitieti, qua viana iinpueste par el flujo
electraosm6tica [1982 JC 241] 11985 JHRCCC 407]. Aunque Ia electrafarasis capiler as
una potiaraca t6cnica tie sapereci6n pare especiec i6nices, los ones pequetlac qua no
poseen grandac diferancias en su carga y par tanta en su mavilidati aiectrafor~tica no
prasantan une resaluci6n atiecuatia. Par ella, Ia edici6n tie tensoactivas aparace coma un
m4totio elternativa qua hace portedores tie carga a las especias qua no Ia son 11984 AC
111] a increments Ia carge nets global en las tiAbilmente cargetiss, majorantia su
separeci6n [1985 JC 39] [1987 AC 1021] [1989 JC 55].
La sdici6n tie tencoectivas en concentraci6n superior ala CMC conlieva Is incluci6n
tie las compuastos hidrofdbicos al interior tie Ia micale, constituyentio un mecanisma
afectivo tie saperaci6n. As(, Ia saparaci6n tie las salutos neutras se base en su difarante
distribuci6n an Ia fase acuosa y an el interior tie Ia micala, Ia cual estA cargeda y migrarA
a una valocidad electroforAtica dada. El mecanismo tie separscidn as el mismo qua el del
HPLC can face m6vit miceler [1964 KZZP 143] [1981 AC 1662], anal cual las micelas
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puedan car cansitieratias coma una “pseudafese”. De acts farina, is separecidn se base
en un praceso tie distribucidn entre tres faces, Is face estecianaria, Ia face micalar y Ia face
in6vil (ecuose), an Ia cual las micelas migren con al agua, constituyendo una pseudofasa
m6vii gracias a Ia valocidati impuecta par al campo el6ctrica axterno 11984 AC 113].
IDa hecha, al einplao tie medios micelares majors tambi6n Ia saparacidn tie
compuestos cargados, par Ia qua a acts t~cnica se Ia denomina cramatografra capilar
electrocin4tica micelar (MECC) tArmino acufiado par Tereba [1984 AC 111] y Burton [1986
JCSc 347] pare diferenciarlo tie Ia electroforasis capiler (OZE), ye qua el macenisma tie
saparaci6n ectA bacada an fan6menos tie partici6n tenta coma an Ia movilidad
alectralar6tica. Esta metadologfa he parmitida Ia seperaci6n y cuantificaci6n, mediante
detecci6n fluoriin~trica, tie derivadas tie vitamins B~ empleantia SDS coma tancoactivo
[1986 JCSc 347], tie catecoles no anizables mediante el empleo tie SIDS igualmenta [1982
JC 299], tie oligonucie6tidas portadares tie carge par Ia via tie formacidn tie pares idnicac
can ones metAlicas y SIDS 11987 AC 1021], asi coma tie p4ptitios tras Ia reacci6n can
OPA y fluarescainina a incluci6n tie las tiarivatias abtenidos an micalas, tanto tie tipa
ani6nico (SDS) coma cati6nica (broinuro tie tiadeciltrimetilamonia). La adici6n tie estos
tensoactivos conileva una mayor recaiuci6n cromatogrAfics, asto as picas mAc astrechos
y une mejora significativa an Is intensidad tie fluorascencie 11990 JO 189].
li.B.3 COMPLEJOS DE INCLUSION
11.6.3.1 INTRODUCCION Y CLASIFICACION
El t4rmina “Einschlussvarbintiung” asta as “campleja tie inciucidn” fue acutlatia par
Schienk an 1950. Dastia entonces se hen ampleatia los t4rminos, aducta, cletrato,
compuesto molecular, criptato y complajo tie inciusidn, existientia numerosac revisianas
bibliogrAficec scarce tie Ia formeci6n tie los mismoc [1962 L XXXII] [1964 L XXXiIIa]
11975 JPS 1585].
Las campuastas tie inclusi6n posean Is estructura ceracteristice tie un etiucto, en
Is cual uno tie los campuastas incorpora y eloje espacialmente a otras moi~culas. Ectas
malAculas hudspetiec acupan Ia cavitiati sin efactar a Is estructure tie las moiAculas qua
las incluyen. En Is insyarfa tie los casos al tamatlo y Is forms tie Ia cavided no sa modifica
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con Is formecidn del cainpiejo tie inciusi6n, salvo une ligera tieformeci6n. Aunque las
inal&uiac hu6spedac no se modifican quiinicamante en un sentitia astricto, tras Ia
formaci6n del complejo tie inclusi6n, muchas tie las prapiedades fisicas dapenden
funtiainenteimente tie las carectari’ctices tie is mal&uia qua las incluye. Puatia afirmarse
qua al complejo tie inclusidn formeda tras Is interacci6n tie las dos mol6culss difiera tie
ambas en su geametrie y enlace qu[mica. Pare qua tenga luger Ia interacci6n han tie
canfluir ciertos raquerimientas. Asf, los lugares tie interacci6n a sitios tie uni6n tie las
mol4culas hu~spedes y las qua las incluyan, han tie car complainentarios en el sentida
a stare oe I ectr6ni c a.
Sagt2n Szejtli [1982 L XXXIV], las compiejos tie inclusi6n puedan clasificarse
atandientia bien al egente qua farina el compleja, bien al tamatlo tie Is cevidati, pudiendo
originarse campiajos tie inclusi6n an soiuci6n a en estedo cristalina, eunque algunos
compuestos tales coma las ciclodextrinas puetien farmer embos tipos tie compiajos. Los
campuestos tie inclusi6n en astado cristalino puetien ciasificerse en
- Vardederas cistretos 11964 L XXXIIIb] en las cuelec las mai~culec hu~spetias estAn
apricianatiac an cevidetiac carratias discretes a cajes, coma par ejempla los
cletratac tie B-hidroquinana.
- Compiajos tipo “canal” [1964 L XXXIiicI, an los qua las especias incluidas se
acomadan en cenales qua dejen libres Is estructure cristalina. Estos complejos tie
inciusi6n los farman Ia urea y Is tiouras par ajernpia.
- Complejos tipo “cape” [1976 JACS 1601], donde las mal~culac hu~spedas sa
situan entre los borties a capes tie las moi4culac acamptejantas. Las campiajos qua
farina at grafito atrapantia molAcuies en su interior son un ejemplo tie asta tipa tie
tiispacici6n.
- Las zealitas [1976 ACA 121] forman complajas tie inclusi6n pera presantan is
peculisritieti tie paceer cevitistias comuniceties a trev6s tie caneles. En Ia FIGURA
18 se representa grAfiosmente Is disposici6n especial tie las camplejas cristalinas
antariarmenta comentados. Estas disposicianes pueden car atiaptedas par los
complejas cristelinos tie ciclotiaxtrine.
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- Par otre perta las ciciatiextrinec y an general las carbohidretos puatien tier luger a
disposicionas tie tipa “toraide” a tie “enlaces cruzetias” coma an at ceso tie las
carbohitiratos no ciclicos coma Ia ainilosa, pudiando adopter una estructura tipo
“hAlice”.
Si bien as cierto qua exicta un renovada intards par al astudia tie Ia formeci6n tie
camplajos tie incluci6n en astatia s6litio, heinas tie setlalar qua Ia formeci6n tie camplejos
tie inciusidn an medias fluitias suscita sun mayor interAs par un tiabia mativa. Priinera,
porqua Ia gran mayar(a tie las reaccianes quiinicas transcurren en saluci6n y Ia formaci6n
tie ectas compiajoc puetie ser fundamental pare Ia cetAlisis tie ciertas reecciones coma sa
comentarA mAs atielante; segundo, porque dada qua una tie as cerecteristices
imprescindibias pars Ia forinaci6n tie estas atiuctos maleculares as Ia cainplemantariatiati
astereaelectrdnica entre las malAculec hu4spedes y las que las inciuyen, puede efirmarse
qua muchos tie los campuestas capaces tie incluir en su cavitiati mot4cuias huAspedac,
inuectran un comportemiento tal qua potirfan tienaininerce “receptares artificialas a
sint~ticos” Ia qua parmite profundizar en las estudios tedricas y tie madalizaci6n tie las
racaptorec presentes an los argenismas vivos.
La inciuci6n tie cainpuastos par perta tie moi~culas hu4spedec an soluci6n, incluye
mat4cuies tie arigen natural, coma par ejempia, ciciodextrines 11965 L XXXV] [1967 Nw
625] [1973 AIC 209], y tie sintesis coma las ~teraccorona 11972 AgC 16] [1974CR 351]
[1974 S 803] 11976 Sy 168] a ciertos cavitantias, etc... qua comantaremoc mAc
tietailatismenta anal apartedo siguiente. Estec mai&uiec son capacas tie interaccianar can
une gran varietieti tie espacies quimicas tanta idnicas coma inaleculares, coma as el cesa
tie los Atarac corona qua inciuyen espaciac i6nicas an solucidn. El segundo aspecta abarce
al estudia tie compuestos tie inciusi6n muitimoleculeres an estado cristalina [1954 L
XXXVI] [1962 LXXXII] [1970 LXXXVII] [1975 JPS 1585].
ll.B.3.2 EL RECONOCIMIENTO MOLECULAR
ll.B.3.2.1 INTRODUCCION
El raconociinienta molecular asia base tie numerosas procesac biaquimicas, aunque
en los ultiinoc atlas ha sitia objeto tie atenci6n par parte tie las quimico frsicas y los
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quimicas argAnicos; los primeras, intarecedos en las distintas tipoc tie interacci6n
implicatios en el fan6meno y los segundoc, volcadas hacia at disatla y si’ntasic tie
inai4cuias capacas tie ‘raconocar” a atras moi6culas 11981 LXXXVIII] [1982 L XL] [1984
L XL] [1984 L XLI] [1987 L XLiIe] [1986 CSR 63] [1988 ACIEE 362].
El “recanaciinienta” se lava a caba a trav4s tie Ia farmaci6n tie un compiaja
reversible antra las mol~cuias orgAnicas tie gren teinafia y distintas aspecies quimices tie
tametlo mucha mAc retiucido (las mal4culas hudcpedes). Pare cuaiquier pereje tie molAculac
Ia tiistinci6n se base entra otrac razanes anal valor tie las canstantas tie asaciaci6n, coma
se exprese a continuaci6n:
H + hi -.H.hl (ki)
H + h2 -* H.h2 (k2)
H +h1 +h2 -. H.h1 +h2 (yaquakl>>k2)
H inoi~cuie que incluye
h : mol6cule hu~sped
11.8.3.2.2 EL RECONOCIMIENTO MOLECULAR EN SISTEMAS BIOLOGICOS
Las malAculas biai6gices qua inciuyan a atrac son generalmenta protafnss tie
alevatia peso malecuier, tales coma enzimas, raceptores y anticuerpac. Tembidn el enlace
celectivo de ciartas oligonucledtitios a une sacuencie epropiade y compiementeria tie
polinuciedtitios en el DNA a al RNA, as un buen ejamplo del recanocimiento molecular
entra distintas mai6culas tie intar6s biai6gica.
Las reaccianes anzimAticss trenscurren an medios acuocas, en las cuelec a protaine
proporcione un entarna apaler el sustrata. El reconocimanta enzimAtico sa lava a ceba par
al canacitia mecanismo tie Ia “Ilave-carredura”. No abstante, an Ia seiecci6n especifice tie
un custreta al motiela tie Ia Ilave-cerratiura no as cuticienta pare explicar tel especificidad.
72 /nteracc/ones entre mo/ku/as en med/os flu/dos
Fectores tales coma cambios canfarmacianeles, el ajusta del sustrato an Ia cavitiati a
interaccianas par fuarzas no covalantes (enlaces par fuerzas tie Van tier Weals, idnices,
par puentes tie hidrdgeno) astAn en astrecha relacidn con Ia veriaci6n tie Ia enargia libra
(AG). Las diferencias en las veloras tie AG pars dos mal6cules hu~spedec conctituye una
farina tie expresar Ia especificidad del enlace enzima-sustreta. Diferencias tie 1 a 2 kcal an
el valor tie AG son cuficientas pare explicer Ia formaci6n tie unionas a su ausancia. La
neturaleze del mecanismo anzimAtica tie interacci6n as asencielmanta un pracasa tie
equilibria qua transcurra fevorabieinenta disipendo energie. Par tanto, pueda tiainostrarce
qua Ia especificidati del pracesa enzimAtico transcurra a trevAs dale saieccidn tie una sane
tie equilibrias subsiguientas can un error inferior el 10% 11985 Bi 7014], raz6n par Ia cuel,
par ejempla, dos eminotcidos, valina a isolaucina, qua difiaren unicamenta an un grupo
metilo, puaden ser recanocitiac espacificamenta.
Un nivel tie raconocimienta superior as at qua sa produce an las c6lulas vives.
Existen detarminadac “factares tie adhesi6n”, pare las qua existan ciertas dificulteties en
su identificaci6n a nivel molecular [1986 SA 32]. Igualmente, en Ia pared celuier ce
lacalizan ciertas proteinas tie membrane qua tianen prapietiades tie lectinas, las cuales se
unen a azCicares tie farina eltamenta ecpacffice. Par al momenta no astA clara el papal tie
actes glicaprateinas tie membrane [1983 L XLIII], ci bian se cebe qua son un factor
condicionante an Ia agregeci6n celuier a en los pracasac tie metAstasis tie las c6lulas
cancerigenac [1985 CTR 9]. En cualquier ceco, existe un atta greda tie raconociinianto
molecular antra azucares y protainas en el qua is interacci6n entre ambac tipos tie
moi4cules transcurre grecies a Ia formecidn tie puentes tie hitir6geno, coma ce he podida
tiamastrar madiante estudios tie rayas-X [1986 ARE 287].
11.8.3.2.3 RECONOCIMIENTO MOLECULAR POR MOLECULAS PEQUENAS
Si bien son inuy nuinerosas las moiAcuias tie intar4c bial6gica qua ectCian gracias
al recanacimiento molecular, sin embargo son pacas los compuestas tie arigen natural y
tie baja peso molecular los qua se comportan coma mai~culec capacec tie incluir a atras
tie farina selective. Caba citar coma ajemplo el grupa tie las entibidticos ian6foros [1981
L XLIV] y algunas tierivedos tie vancomicine, coma is nictacetina [1980 JACS 897]. En Ia
FIGURA 19 sa muastra al enlace besada en Ia farineci6n tie puantec tie hitir6geno antre
Ia rictocatina y las aspacias hu6cpaties ecetil-D-aianine-D-sianina.
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Reconoc/rnienta molecular par mo/6culas de /nter6s b/clOg/co. (1) Estructura qulmica de 18
ristocet/na. (2) Estructura esquemat/zada do Ia un/On par puentes do hidrdgeno entre /3
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Las interacciones hidrofdbices qua tianan luger an los procesas tie reconocimianta
molecular son 6ptimes en el caso tie los solventes polares coma el ague. En el casa tie
moiAculas argAnicas reletivamanta pequatlas, Ia orgenizaci6n tie las interecciones
hidrof6bicas es Is fuerza conductora de Is uni6n. En el taco da las ciclodextrinas acts
argenizeci6n estA bian tiemostratia [1981 JACS 154], Ia mismo qua ocurre anal caso tie
otres mol6cuias tie sintesis coma las ciciafanoc [1983 L XLV] 11983 L XLVI].
11.8.3.2.3.1 ETERES CORONA
Aigunos eutores consideran qua las 4terac corona deccubiartos par Pedersan [1967
JACS 2495] y tiasarraliatias par Cram y cal. [1981 L XXXVIIiaI, son as cainpuestos tie
peso molecular mAc reducido cepaces tie farmer campiajas tie inclusi6n y reconocer ones
tiantra del cainpo tie Ia quimica tie tas intaracciones entre a! hu6cpeti y Ia mot4cuta qua to
incluya. Los Ateres corona y cus derivados forman compiejos con catianes matAlicos y
sales tie einania cuatarnaria, entra otras especies. El enlace se produce mediante
intaraccianes alectroctAticas, eunque anal caso tie las sales tie emania cueternaria tainbiAn
se esteblecen unionas par puentes tie hitir6gena 11982 JACS 3249] [1984 JACS 5947].
Las estructuras tie 1 8-corana-6 sin sustituir, son incapeces tie reconacar diferancias
an el tametla del sustituyante aiquilica A tie Ia sal tie ainania cuaternaria [1978 JCSCC
386] [1981 L XLVII]. Esta as tiebitia a qua en eucencia tie barrares fisicas pars Ia
camplajaci6n, el cantacta entre el Ater corona y Ia moi6cuia huAspeti as limitatia. Pare
aviter este baja reconocimiento sa hen inodificedo las Ataras corona sustituyentio 0 par
N; son las Ateres diazo corona 11985 JCSCC 3111. Sin embargo, el gratia tie
raconaciinienta no as muy alto tiebitia prabebiementa a qua las cavidades son fiexibles y
puatian abrirse a plegarse pare acoinoder cationas tie tematlas muy diversos.
li.B.3.2.3.2 CAVITANDOS
En Ia busqueda tie nuavas inolAculas qua haven a caba un racanocimienta
molecular” y cuyo campartamianto sirva tie modelo pare al astudia del raconocimienta en
sictames biai6gicos sobrasalen los cevitendos (FIGURA 20). Los cavitantias son
compuestos argAnicas tie sintasis qua paseen cavideties ampliss, cepaces tie alajer
moi~cuIas pequeflas a ones. Su superficie interns as cdncava y puade ser disetletis con
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una gren verietiad tie tarmac pare atrapar y anlezar a inal4cuias hu4spadas qua paseen
sitios tie uni6n y formas complementarias [1982 JACS 5826] [1983 JCSCC 101].
Entre otras cavitantias citaremas a los [O~1-m-ciclotanos,qua son cavitiatias
farmadac par unidaties tie banceno elineadas [1970 CB 1132], los asferantias, cuya
carecteristica as qua los pares tie electrones actAn slineetias an is cevitiad [1982 JCSCC
301], los celixarenos qua can cavideties formatiac par redicales tolilo [1982 JACS 3782],
y las o-ciciofenos 11981 JCSCC 1137] y los m-ciclafanos, cavitiaties conctituides par
rectas arilo, metilena y axigeno elineatios. Todes estes mai~cuies puetian consitierarse
recaptaras sint6ticos varsAtiles a intarasantes 11983 S 1177] capaces tie farmer campiejos
con mol4cuies orgAnicas genarelmente eromAticac en asteda sdiitia 11992 JIPMRC 87], en
coluci6n [1989 JCSCC 5001 yen fase gacease [1992 JACS 4451.
En los Ciltimos atlas, al inter6s par estos compuestos he eumentetia natablemante
y se hen sintatizatia nuevas mecrociclos tie tipo ciclofano, en su mayarie hitirocolubles y
con distintas sustituyentes alineatias tales coma dibenzofurana sustituitias [1983 JCSCC
101], tetrezaperaciciofanas 11980 JACS 2504], espiropiperitiiniaparaciclofenos 11984
JACS 8025] y otros, en los qua sigunas tie los snubs aromAticas se hen sustituitia par
hateracicias [1992 JOC 4608]. Estas modificacianas sa hen introtiucitia can Ia finelitieti
tie mejarer el procasa tie farmacidn del camplejo an inedias acuacac. Todac actos
compuestas qua se camportan coma receptarec artificialas, aunque son hitirosolubles,
poseen cavitiatias hitiraf6bicec y sitios tie uni6n selective a mol~cuIes huAspeties epolaras.
Las interacciones hitirof6bicac constituyen Ia “fuerza conductors” en al pracasa tie
farmsci6n del camplejo y par ella guarden uns gran semejenze con las sistames bioi6gicos.
Aunque distintos astudios ilevetias a cabo con diferantec t6cnicas espactrosc6pices
sugieren Ia pacibilidad tie farmaci6n tie complajos tie inciusi6n con sustratos hitiraf6bicas
an soluci6n acuosa [1976 JACS 5727] [1976 TL 3327] [1977 BCSJ 3365] [1979 JCSPT
1560] [1979 JCSPT 16691, no pueda hablerca tie formacidn tie compuestos tie inclusi6n
en el santida tie qua Ia moi6cula hu4sped quetie englobatia an el interior tie une cavitieti
cerrade. Se he abservedo une mejara considerable en Ia fluorescancia del 1 ,8-ANS tres Ia
farmacic5n del campleja con un darivado tie tatreezapareciciofana, Ia cue! hece pensar qua
el marcatior fluorescente ha sida transterido al antorna no paler tie Ia cavitiati con el
conciguiente cambia cantormacional. La existencia del complejo tembi6nsa ha tiemostratia
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par tAcnicas tie tiitractometrfa tie reyoc-X, aisiAndalo dale saiuci6n ecuase 11980 JACS
2504].
11.8.3.2.3.3 CICLODEXTRINAS
El recanacimiento molecular par perta tie ciclatiextrinac se baca an su capacided
pare former camplejos tie inclusi6n tie forms selective can hu4spetiec cagun su temafla y
cu tiisposicidn molecular, asi coma en Ia ectabilideti tie las complejos formadas. Dicha
estabilitieti pueda tiefinirsa par el valor tie las constantes tie asaciaci6n del compleja.
La a-CD farina un campieja con clarabenceno pero no con bramabancano. Sin
embargo, Ia B-CD farina un campiajo can bramobenceno, pudientia efirinarse qua axiste
un recanacimiento tie los campuastos aromAticas suctituitias par las distintas cevidadec
tie las ciclotiaxtrinas. Aquf al ajusta “liave-carradura” puede antentiarse an t&minas
geoindtricas. Si is energie tie enlace pare Ia farmeci6n del compiaja as un procesa
termodinAinicemente favorable, Ia cainpiajacidn tentirA luger. Se sabe qua Ia valacitisti tie
farmeci6n tie los complejas con colorantes azoicas depantie del temaf’ia tie las
sustituyentes y par tanta del impedimenta estArica y tie is configuracidn especial tie Ia
malAcule qua se ye a incluir. Asi, en a sane tie sustituyantes: -H, -CH3, -CH2-CH3, Is
valacitieti tie formacidn del compleja descientie unas cien vecec pare cede sustituyante can
raspecto al anterior 11967 JACS 14].
La principal ventaje del recanocimiento molecular par ciclotiaxtrinas as qua Astas
con campuestos tie arigen natural con una baja toxicidad, colublec an ague, par Ia qua
puatien utilizarsa coma motielas tie reacci6n enzimAtica y an procesas tie catAlisis, par
ejeinpla en las reaccianes tie descarbaxiieci6n tie Acidos acAtica sustituidos 11965 JACS
1115], Is hitir6iisic tie pirafasfetos 11965 JACS 1121] y atros compuestas semejantes
[1979JACS 1614][1980JACS421111980JACS1152][1980JAC52115].
Algunac cicladaxtrines madificetiec catelizan reeccianec qua potirien calificersa tie
catAlisic “tipo enzimAtica”, medienta Ia intraducci6n tie tieterminados grupos cataliticac.
Entre actas tenemos las imitiezolil ciciatiaxtrinas (FIGURA 21). El radical imidazal favorece
Ia ectividati estarAsica tie las ciclotiextrinas 11970 CS 2138]. Asimisma, is hidr6lisic del p-
nitrafenilecatata as unes 300 vecac mAs rApids en prasencia del tiarivada imitiaz6lico qua
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en media ecuasa. Aunque acts actividad catelftica estA lejana tie Is qua presentan las
enzimes, las cusles puaden incrementar Ia velacitiad de reacci6n aproximadamente i0~
veces a mAc, continue Ia busqueda tie nuevas ciclodextrinac qua presanten mejarac en Ia
activideti catalitica [1984 T 552] yen Ia especificidati an Is formaci6n tie los complajac.
11.8.3.3 CICLODEXTRINAS
ll.B.3.3.1 INTRODUCCION
Las ciclodextrinas, cicloemilases a cicloglucenos fueron tiescubiartas par Villiers an
189111891 CRASP 5361. Sin embargo cu descripci6n, prapareci6n y aislemianto se tiebe
a Scherdingar en 1903 [1903 ZUNG 865] [1904 WKW 207], par Ia qua durante mucha
tiempa se tienaminaran “daxtrines tie Schardinger” y han sido abjeto tie atenci6n a
investigeci6n tiestie entancec haste Is ectualided debitia a sus singulares carecteristicas
quiinicas. Se aislaran coma protiuctas tie tiagratiaci6n del almiti6n, abteni6ndose un polva
blenca y cristalina fAcilmente recristalizabie en farina nura. lnicialine-ntn ~p g,jniri6 pars
estas aligosacAridos una estructura c(ciica, al no patier hailer los grupoc terminales con los
medioc aneliticos dispaniblas entancas. Fue necesaria asperer a los atlas 50 pare lever a
ceba Ia deterininaci6n axacta tie su peso molecular [1948 ZN 464] [1950 CB 296] y
confirmar su estructura ciclica medienta difractamatria tie rayas-X [1948 ZN 464] 11952
HEM 1241, momenta a partir del cuel pasaron a danaminarse ciciotiextrinas. La
carecteristica caniun tie las ciclotiextrinas as su cepacidad tie former camplejos tie
inclusi6n tanta an estetia sdiido coma en caluci6n. La idea tie qua una mol4cula puatie
“envalvar” a atre formantia un nuevo campuasto (etiucto, campleja tie inclusi6n) no fue
ecepteda haste qua so tiemostr6, madiante tiifrscci6n tie rsyas-X, Is formaci6n tie un
complajo tie inclucidn entra Ia a-ciciodextrina y el yado [1951 CS 855] [1954 CE 806]
11980 AgC 344].
Dastia Ia aperici6n dale primers monografie sabre ciciotiaxtrines [1954 LXXXVI]
haste Is actualidad, hen curgitia une multitud tie librac y articulas qua profundizen en el
tame [1987 L XLII] [1978 L XLVIII] [1982 L XXXIV], aspecialmante a cause tie las
inditipies aplicaciones y utilidaties potencielec qua se hen descubiarto pare astas
campuestas, quasi bian son muy amplias y varieties tienan coma nexo camdn Is forinaci6n
tie complejos tie inclusidn.
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FIGURA 20: Estructura molecular ohten/tie por ti/fractometria tie ravos-X tie un mode/a de cavitando.
FIGURA 21: Diagrama esquemat/co tie una 6,6’-bis /m/dazo///-CD.
CM
4 0
HO
F/GURA 22: 0/agrama esquemAtico de las mo/ku/as tie glucop/ranosa un/das med/ante en/aces
g//cosfd/cas a-I 1,4).
CH2OH
0
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11.8.3.3.2 ORIGEN Y QETENCION DE LAS CICLODEXTRINAS
Las ciclodextrinas se obtienen par Ia accidn tie Ia ainilasa del Bacillus macerans
cobra el almid6n, tiando un crudo qua contiane a-, B- y v-CD, junta can pequetlisimec
centideties tie otras ciclodextrines tie mayor nuinaro tie unitietias tie glucose [1955 AnnC
81] [1958 CB 308]. La a-, B- y v-CD (ciclohexeemilosa, ciclohepteamilasa y
cicloocteamilosa respectivainenta) puedan separarsa del cruda tie reacci6n par
precipitaci6n selective medienta Ia edici6n tie tiatarminatios salventas orgAnicac.
Hasta ahora se han aislado lea-, B-, v- [1935 AnnC 1021 y 6-CD [1949 JACS 353]
11961 BBRC 71] 11965 ABB 153]. AdemAs tie astas, lee-, (-, r~ y 0-CD se hen obtenida
madianta purificeci6n par cramatogretia en columns, junta can otros anAlogos tie catiene
ebierta. Par atre parta, no ce conocen ciclotiextrinac can menos tie sais unitiaties tie
glucose, prabablamente debido al impedimenta ast4rico [1970 CaR 351]. Estos
compuestac se puetien abtaner par cintesis orgAnica [1957 ACC 1891 [1980 ACIEE 344]
aunque tembiAn puetie lograrse su obtencidn mediante biasintesis [1987 L XLIIb], gracias
a Ia cuel se obtienen considereblec mejores en las procesas tie praduccidn y purificacidn,
par Ia qua Ia producci6n a escala industrial tie estos campuastos resulte mAs acan6mice.
El proceso raquiere Is abtenci6n del enzime, Is cicloglicosil trensferesa, qua ectue cobra al
aimiti6n previemente seleccianedo. Acimismo, se IlavarA a cabo Ia tietermineci6n cuidatiasa
del media tie cultiva y los anAlisic tie las caractenistices fisicoquimicac tie los enzimas. Da
ecta manera puede controlarse el procesa de praducci6n tie las ciclodextrinas obteni~ndose
muy buenos resultatios.
ll.B.3.3.3 NOMENCLATURA
Es muy carriante encontrar en las referenciac antigues [1957 ACC 189] al t6rmina
“tiaxtrines tie Schardinger” pare eludir a Ia qua tienaminemas ciclotiextnines. Aigunas
autores tambidn ce rafieren a estos compuestas coma ciclaglucanas, pero quizAs Is
denominaci6n tie cicloainiloca [1973 AIC 209] as is alternative mAc utilizatie en Ia
nomenclature tie las ectes mol~culss, utilizAndase muy frecuentemente tiastie 1930 haste
Is actuslidad. Sin embargo, al Chemical Abstracts he adoptedo Is denominaci6n tie
ciciatiextrinas, par Ia cuel as Ia qua actualmante se ampiea.
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A meditia qua Is compiejidad tie las derivados ha ida creciendo, se ha hacha
nececaria estabiecer can pracisidn ciertes normas pare Is corrects denominaci6n tie las
mismas, algunes tie las cueles se mencionan a continuaci6n. El nombre sceptedo
(ciclotiaxtrine) puada utilizerse pare tienaminar a las tierivatias sustituidos. Si Ia sustituci6n
no as complete, se hace necacaria inducer qua grupa hitiroxilo se he sustituitia y tambi~n
sabre qua rasitiuo (c) tie giucapirenase ha tenitia luger Ia sustitucidn. Los sustituyantes se
nambran par artian aifab4tica siguienda las tienaminaciones tie grupa y recomendeciones
tie Ia UPAC.
Tanta los sustituyantes coma las posiciones tie suctituci6n sabre un resitiuo tie
glucose dada, sa indicen antre par4ntesic a corchetes. Se emplee un prafija muitiplicetiar
(mono, di hexa) pare inducer el numero tie glucaces sustituitiss, seguido del nombra
aceptatia tie Ia ciclodextrina tie origen. Asi par ajampla, un tiarivado tie u-CD en al qua se
hailen acetilatios los grupoc hitiraxilo se nombrarA coma: hexekis (2,3,6-tri-O-acetil)-a-
ciclotiaxtrina.
En ocaciones Is danamineci6n eceptada y trivial as insuticiente pare designer con
axactitud Is ectructura compleja tie elgunos tiarivadas tie ciclotiextrina. En asta caso as
scansejabia consultar las racomendaciones tie las indices Colectivas del Chemical
Abstracts [1983 T 1417].
11.8.3.3.4 GENERALIDADES ESTRUCTURALES Y PROPIEDADES
ii.B.3.3.4.1 ESTRUCTURA
Las ciciodextrinas estAn formades par distinto niJinara tie residuoc tie D (+)
glucopirenasa, tie contormecidn “sills”, unidac medienta aniacec a(1-4), tal y coma se
rapresante en Ia FIGURA 22. La a-, (3-, y v-CD, (ciclahaxamilasa, cicloheptamilosa y
cicloctamilase) cantienen respactivemente 6,7 y 8 residuas tie D(+) giucopirenosa.
Suntiarajen y Reo [1970 CaR 351] tiemostraran mediante cAlculas confarmacionalas qua
no puatien axictir ciciadextrines con menos tie seic miembrac tiabitia al impedimenta
est6rica. Pulley y French [1961 BBRC 11] prepararon homdlogos tie mayor ntimera tie
unidadec tie glucose 6-, E-4- y q-CD. Sin embargo estas compuastac no se puatien
precipitar tie farina selective y a ella hay qua atledir qua su capacideti pare incluir
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compuestoc en su interior as muy ti4bii par Ia qua sus aplicecianes son mucha mAc
retiucidac [1965 ABB 153]
Las cicladextrinas tienen espacta tie cona truncetia, debitia ala tiicpasici6n especial
caracteristica tie las distintos grupac funcioneles tie las unitiaties tie glucose. Es esta
dispasici6n Ia qua canfiere cus carecterfstices tan peculieres a interacentes. Asf, coma
cansacuencia tie este conformsci6n, todos los grupas hidroxila secundarios
(correspandientes a los Atoinoc tie carbono C2 y C3 tie las unitiades tie glucose) se
encuentran situedos an uno tie las bardac tie Ia cevidad rnientrac qua las hidraxilos
primarios se encuantran en el otro axtrema tie Ia cavidad. La rataci6n tie astac grupas -OH
reduce al tametlo efectivo tie Ia cavitiad, hacienda qua Acts posee un aspecto tranca-
c6nica mAc abiarta hacia al lado tie las hidraxilas sacuntiarios tel y coma se muestra tie
farms esquemAtica en Ia FIGLJRA 23.
Seg~n asta patina decirse qua estas macrocicios se “campanen” tie anilios a
difarantes niveles, ortienados tie mayor a manor diAmetro. En un primer enillo se cituerfan
los hidraxilas secundarios, el segundo snub sa farmaria coma cansecuencie tie los eniaces
C-H tie las unidades tie glucose, el tercer snilla estarfe canstituido par las 0 glucacidicas,
el cuarta estaria formado nuevamente par unianec C-H y el quinto enillo correspantieria a
las hidroxiloc priinerios. Este disposicidn proporcione al interior tie is cevidati un cerActar
apolar, mientras qua las bardes del tranca de cono can palares debitia, a Ia presancia tie
las grupas -OH, Ia que haca qua estos compuestac seen muy hitirosalubias. Asimismo, los
huAspeties de carActer hitirof6bica se alojarAn en el interior tie Ia cavitiad a cause tie las
interaccionas hidraf6bices da tipa Van tier Weals. Sin embargo tambi4n puetien
esteblacerce interecciones con hu4spaties polares graciec a Ia formeci6n tie puantec tie
hitir6geria can las -OH tie las hidraxilas primarios.
La comparaci6n tie las estructurec cristalinas tie a-, B- y v-CD pane tie manifiesto
qua estos campuestos daben su farina “redondeade” a Ia existancis tie puantec tie
hidr6geno intremoleculares entre las hidroxilos secuntiarias -OH (C2) y -OH (C3) tie los
residuos de glucose adyacentas. Estos puentes tie hidr6gano cantribuyen a astabilizar Ia
estructura del enilia y al mismo tiempo Ia praparcionan una mayor rigitiaz. La axistancie
tie ectas anlecas tie hidr6geno fue prapuasta a raiz tie las resultatias cristalogrAficos
obtenitioc madiante reyos-X par HyIb [1965 JACS 2779] pare los camplejos tie a-CD can
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eceteta potAsica, esi coma pars ~ y v-CD [1968 ACry 1560] 11970 ABC 5681 [1970 ABC
17871. Estas tietas cristalogrAficas fueron cantirmadas posteriormente mediante RMN
prat6nice [1966 T 3061], ye qua las protanas correspandientes a los hitiroxilos no
anainAricas an Ia glucose y otras sz~ceras tionda se descarta Is posibilidad tie farmaci6n
tie eniacas hitir6gena aparecen, a 6 entra 4 y 5 ppm. Sin embargo Ia formeci6n tie las
puentes tie hitir6gena canileve un despiezamiento tie las setlales tie estos pratones
hitiroxilicas a velorec tie 6 = 5’S ppm.
Segdn los cAiculos tie Suntierejan y Rao [1970 CaR 3511, Ia existencia tie las
puentec tie hidr6geno entre las hidroxilos sacundarios hece descender is energia, en
aproximatieinente 20 kcal/mol, pare Ia a-CO y 30 kcallmol pare Ia B-CD; tie aN su gran
efecta astabilizador sabre Is estructura del anilia. Estudias poctariares [1984 Ca 231]
estabiecen qua las distancias entre los axigenos tie las C2 y C3 vanian pare las distintas
tipos tie ciciadextrina.
Seg~n esta, Ia distancia tie enlace as mayor pare Ia a-CD qua pars Ia B-CD, y 4sta
mayor qua pare Is v-CD. Par tanta, Ia interaccidn entre los hidraxilas secuntiarios en Ia a-
CD as mAc dAbil qua en Is B-CD, y en Asta mAs ti6bii qua en Ia v-CD. Ia qua implice une
mayor fiexibilidati del macrocidla pare Ia a-CD y une mayor rigitiaz pare Ia v-CD. Si sa
camperen las espectros tie RMN prot6nica tie a-, B- y v-CD [1970 ABC 1416] en DM80-ti6
a 25W y-80
0C, se ous~Ivd que Ws sei5aiec- carraspondientes~a-ios -protanes dabs
hitiroxilas secundarios aparecen tiaspiazadas a campas mAc bajas pare Ia a-CD qua pare
Ia B-CD y mAs qua pare is v-CD; ella iinplica qua las uniones par puentes tie hitirdgano son
mAc tuertes anal casa tie is v-CD qua pare Ia B-CD y is a-CD [1966 DS 218] [1968 CS
217] [1968 08387]. El incremento tie Ia temperature tiasplaza las cetlalas a campas mAs
altos, Ia cual ratlaja esimismo Is debilitied intrfnsece tie estos eniaces tie hidr6geno.
AtiamAs paraca qua los puentes tie hidr6gena intremaleculares no son tan determinantes
pare is estructura del macrocicia puasta qua en las ciciodextrinas peracetiladas y
permatiladas, en las cuelas no existen los puentas tie hitir6gena, las unitiatias tie glucose
tienen Ia misme conformaci6n y confieren Is misms estructura al macrocicla qua en las
cicladextrinas no modificedas [1968 T 803] [1970 CaR 150].
La a-, 13- y v-CD posean energies libres mAc elavatias qua sus correspandientas
homdlogas de cadena abierta y son del ortian tie + 2’29 kcai/mol, + 1171 kcal/moi y 1 ~99
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kcel/mal a 250C [1957 ACC 189] [1972 JR 67]. Par tanto is ciclsci6n as un procesa
energ4ticemente tiasfavorabie. En aste pracesa, el aumanta tie Ia antalpia as tie +6’60,
+4’41 y +4’40 kcal/inol pare Ia a-, CA- y v-CO respectivamante, Ia cual demuestra Ia
inastabilitieti introtiucitie par el praceso tie ciclacidn. Dastie el punto tie vista tie is entrop(e,
Ia ciciacidn as un praceso favorable, con valorec tie +14’4, +9’1, y +8’1 unitiaties tie
antropfa pare a-, B- y y-CD. Este procaso resulta favorable gracias a is rearganizaci6n tie
las inai~cuies tie ague airadedar tie is cedana tie glucose en al pracesa tie ciciaci6n [1972
JR 67].
ll.B.3.3.4.2 PROPIEDADES FISICAS Y QU[MICAS EN SOLUCION
Las ciclatiaxtrinas no paseen un punta tie fusi6n definitia aunque par ancime tie
2000C empiezan a tiescomponerse. En general su densitieti sa sit~e antre 1 ‘42 y 1 ‘45
g.cm ~, sag® el tipo y is farina cristaline. Su salubilided en ague varfe sag® Ia
cicladextrine [1949 JACS 353] [1957 CR 2572] y par regis general se increments el
elavarsa Ia temperature, tie ahi qua puedan car recristalizadas en ague pars su purificaci6n.
Se hen ileveda a ceba diversoc estudioc sabre Ia dependancia tie Ia salubilided tie las
ciclodextrinas can ciertas egentes precipitentes [1957 CB 2561], asf coma con Ia
temperature [1967 CaR 318], sabre todo anal caso tie Is 13-CD qua asia menos soluble
tie todas [1968 CaR 1]. En general Ia solubilidati tiecrece en prasancis tie campuectas
argAnicos [1961 JACS 231 2], Ia cual se etribuye ala farmacidn tie campiejoc tie inciusi6n;
sin embargo, en el ceso del etenal y el propanol ce produce un mAxima en is salubilitiati
pare datarminedas concentraciones del alcohol. En is FIGURA 24 se muestra is verieci6n
tie Ia salubilidad tie Ia B-CD con is cancentraci6n tie etanol.
Craig y Pulley [1962 B 891 estudiaran is difusi6n tie lea ciclotiextrinas a trev~s tie
membranes tie acatata de calulasa, Ia cual las pemmiti6 realizer el cAiculo tie las canctentas
da tiifucidn qua se ref lejan an Ia TARLA IV.
Ectos valoras tie los coeticiantes tie ditusi6n parmitieron a dichos sutorac esteblecer
qua, dada qua el incramanto en Is vitia media tie diAlisis pare Ia a-, Ia 13- y Ia V-CD as lineal,
Is distarsi6n del anilla es insignificante, coma an el caso tie Ia v-CO. Tenienda presente Ia
vida media tie diAlisis tie is maltohexose, un anAlago lineal, sa puetie concluir qua ecta
campuesta sa encuentra ligeramante arroliedo, atiaptentia una conformaci6n qua en cierto
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motia se apraxima a Ia tie las cicladextrinas. La viscasitied tie Ia solucianes ecuasas tie
ciclodextrine epenas difiere tie Ia del ague. Aci par ejempla, Ia viscasitiad del egue a
25’1 0C as tie 8’93 niP, miantras qua lade une saluci6n tie a-CD (9’5x104 M) as tie 8’99
mP y Ia tie una saiuci6n tie a-CD (9’9x103 M) as tie 9’46 mP [1975 JACS 1209].
Entre sus ceracteristicas quimices podamas raceltar al hecho tie qua las
ciclotiextrinas no son reductaras, sientia Ia giucasa el t5nico praducto abtenida tras Ia
hidr6iisic tie Ia ciciotiaxtrinas y Ia 2,3,6-trimetilgiucosa al iinico producta obtanitia tras is
metilaci6n seguida tie hidr6lisis [1942 JACS 1651] [1950 JACS 5150]. Las pesos
moleculares tie las cicladextrinas no madificadas son siempra m~ltipias tie 1 62’1, qua as
el peso molecular qua corresponde a un Onico rasidua tie glucose. En general dan positives
las reacciones tie identiticsci6n caracteristices tie los az~cares no reductares, desarrolientia
color en su reacci6n con Is antrona. En Ia reacci6n tie oxitiaci6n con el paryotiato, las
ciclodextrines no originan Acida tdrmico a farmaltiehitia, Ia qua tieinuestra qua astes
mal6cuias no tienen extremas termineles libras. El consumo tie peryadata as tie une
mol4cula par cede unided tie glucose, tie tel manera qua tras un periatia tie intiucci6n, sa
incramente Ia velocitied tie oxitisci6n. Sin embargo, en al caso tie las tiaxtrinas tie cedana
abierta no axiste pariado tie inducci6n pare Ia oxidaci6n pery6dica [1950 JACS 51481.
Estas mal4culas son bastanta estables an saluci6n alcalina; sin embargo sa
hitirolizan en media Acitia pars tier glucose y darivetios tie meltosacAritioc lineelec. La
hidrdlicis Acids tie a-CD origins una mazda de glucasa, oligosacAridos, maltohaxoss y a-CD
sin hidrolizar [1952 ACS 1186]. Pareca ser qua tiurante al proceso tie hidr6iisis, Ia face
inicial as mucha mAc ante qua durante las fases finales [1949 ACS 911 [1949 AK 129]
[1949 JACS 3531 [1949 JACS 356] [1957 JPoS 791]. Las constantas tie velacitieti tie
hitir6iisis se alevan al incramantarse Ia temperature; no obstente Ia vitia media tie astas
maldcuies sametities a hitirdlisis Acitia as tie aproximatiamente 48 dies. La anergia tie
activeci6n pare Ia rupture tie un enlace glicosidica en una ciclotiextrine as mayor qua en
un az~car lineal; asi Is hitir6lisis de Ia B-CD as unas dos a tres veces mAc lenta qua Ia tie
Ia maltose [1976 ACASH 731, probeblemente tiebido a Ia ausencia tie unidades tie glucose
terminalas en las ciclodextrinas 11976 ACASH 73). Esto se ha damostredo al varificarse
qua Ia velacitied tie hidr6licis se incremente el eumenter al poder raductar tie los az~cares
anal transcursa tie Ia reaccidn [1948 JBC 797] [1949 AK 129]. y esto mismo explica el
qua Ia velacidad tie hitirdlicis sa incremente en el transcurso tie is reacci6n.
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Puesto qua Ia mayor(a tie las reaccionas en presencia tie cicladextrines se praducen
en saluci6n, y dada qua su capecidati tie incluir compuectos tambi4n se presents an
inedias fluitios, fundamantaimente an ague, rasulta imprascindibia el conocimiento tie las
caracteristicas qu(micas y tisicas tie astas compuastas en soluci6n. Las contormacionas
tie estes mol6cuies an soiuci6n son muy samejantas a las del estedo cristalino. A esta
conclusi6n se lIege a partir tie las datos abtanitios medianta RMN prot6nica [1963 JPC
951] [1965 CJC 2652] [1968 T 8031 [1970 ABC 1416] [1970 CaR 1571,
aspectrofatomatr(a tie absarcidn iR [1968 T 803] [1964 JPOS 171] y espectroscapie tie
tiispersi6n 6ptica ratetorie [1963 Bp 527] [1969 CB 4941. Asi las unitiatiec tie D(+)
giucopiranase etioptan una canformaci6n tie cilia an DMSO (tiimatiisuifdxitio) y D20, Ia qua
mmplica qua los grupos hidroxilo primarias v secunderios tengan una contarmaci6n similar
a equella qua prasenten en estatia cristalino. Estudias mAc pratundos par
1H-RMN [1977
JACS 1735] tieinuestran qua las 6 unidades tie glucose tie Ia a-CD paseen itiAntica
confarmaci6n y qua Is mal6cula tiene simetris hexagonal.
El estudia tie las intarcembios hitirdgano-deuterio tie actas mal6culas en presencia
tie ague deutaratia damuastre Is axistancia tie puantas tie hidrdgeno intramalaculares. Se
hen determinado las canstantes tie equilibria pare Ia reacci6n:
2 CD-OH + D
20 — 2 CD-OD +H20
an DMSO madiante ‘H-RMN, sientia las constantes tie equilibria pare estos hidroxilas mAc
pequetlas qua pare las corraspandientes einiloses. Ella implica Ia existancia tie puentas tie
hitir6geno antre los hidraxilas secuntiarios y qua estos son mAc fuartes puesta qua can
mAc resistentes a los intarcambias H-ID [1968 CS 2171. Este hecha tambi6n se puatia
contirmer par al ansanchamiento tie is bends tie tensidn 0-H tie Is ciciodaxtrina an DMSO
qua se abtiene par espactrofotometrie tie absorci6n IA [1966 T 3061]. Si axisten estos
eniaces tie hidr6gano en presencia tie DMSO, al cual narmaimanta rampe los puantas tie
hidr6gano antre los salutos, cu presancia sarA mAc fuerta an al casa del egue. La rotecidn
limitatia tie las mol6cuias tie glucose en is ciclotiaxtrina as atribuibia a Ia existancia tie
astas puentas tie hitir6geno. AdemAs el pK8 tie astas hidraxilos tiescientie tie farina muy
88 /nteraccbones mitre ma/ku/as en med/as flu/dos
significetiva tiebida el exictencia tie estos puantes tie hitir6gena 11967 JACS 3253] [1968
JPS 44] [1970 RTCPR 845].
Pare tarminar con este apartado, nos acupereinas tie una tie las prapiatiades mAs
carectaristicas tie las ciciotiaxtrinas en saluci6n: su capacitiati tie incluir mal~culas en el
interior tie su cavitiad apolar. Pare ella tomaremoc coma ejempia Ia inciusi6n tie une
malAcule sencilia, el ague. Seenger [1972N 392] [1974JACS 3630] describi6 Ia
estructure tie un complejo tie u-CD can ague medianta tiifractometrfa tie rayos-X. Se treta
tie is ectructura tie a-CD hexehidratade, an Ia cual dos moi~cuias tie ague se sit~an en a!
interior tie Ia cavideti tie a-CD, tel y coma sa muastra an Ia FIGURA 25. Las otrac custro
moI~cuias tie egue se ancuantran en el exterior del snub tie ciclodextrina. Este estructure
posee un singular inter~s tiebida a qua una tiistribuci6n cemejanta as aplicable a las
ectructures tie ciciotiaxtrina en saluci6n. Los tiatos tie difracci6n tie reyos-X se canfirmaron
can astudias tie difracci6n tie neutranes [1976 BioC 187] y ~staparmiti6 tiescubrir qua las
sais residuos tie glucose no son equivelentes. As(, se incluye una inal4cuia tie ague en al
interior tie Ia cavitiati, Ia qua hace qua una tie los residuoc tie glucose (al 5) gire
esteblacienda un puenta tie hidr6gena can dicha malAcule tie ague a trav~s tie un hidroxila
primaria. La seguntia molAcula tie egue astablece uniones par puantas tie hidr6geno con
Ia primere molAcuia tie ague y can al grupo hidroxila primaria pertenaciente al resitiua 1 tie
glucose. La distarsi6n del macrocicia coma cansacuencia tie Ia formaci6n del complajo sa
he varificatia par medidas tie is rataci6n 6ptice [1970JCS 877].
Ii.R.3.3.5 NATURALEZA IDE LAS FUERZAS IDE ENLACE EN LOS COMPLEJOS
IDE INCLUSION CON CICLODEXTRINAS
La neturaleza y cerectericticas tie las fuerzes tie uni6n qua estAn implicatias an Ia
formacirin tie los cainpiejas tie inclusi6n estA sujata a ciertes controversies. Par ella, no
puetia habiarse en t4rminos generalas tie un enlace a interacci6n tie tipa apoler, tel y coma
se antientia pare las qua ca establacen en Is formeci6n tie los campiajos enzima-suctrato,
ye qua astas unianec “epolares” se caractarizen par un cambia favorable en Ia antropia
[1959APC 1] [1959CR 1739] [1963ARB 2691. Sin embargo, Ia farmacirin tie camplajoc
tie inciusidn can ciclotiextrinas ye acompai’iada par un cambia favorable en al valor tie Ia
entalpia y generalmante tiasfavorabie en el tie Ia entrapie. Pare explicar esta cambia
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considerable dale entelpia ca argumantan divarsas razanas [1973 AIC 209] [1977 L IL],
antre las qua se incluyen las siguientes:
A. Interaccionec tie tipo Van tier Weals antra Ia mal6cula hudspeti y is ciclatiaxtrina
11956 AgC 115111966 RS 733] 11967 JACS 3242] 11977 JACS 5146].
8. Farmaci6n tie puentes tie hitir6gena entre Ia mal4cule hu~spad y las grupas
hitiraxila tie Ia ciciadextrina [1955 APAC 1431 [1956 RTCPE 891] [1968 Cl 8921
[1959 CR 1739] [1965 JACS 1115] [1971 RTCPR 6801 [1979 JPC 1805].
C. P4rditia tie enargie tiebida a las mal4cuias tie ague elajatias en al interior tie Ia
cavidati tie Ia ciciatiextrina [1967 JACS 3242].
D. Relajaci6n tie Is energis tie tansidn del enillo tie Is macromol6cula tie cicladextrina
[1972 N 392] [1974 ACIEE 156] [1974 JACS 3630] [1976 JACS 3357].
Algunos eutaras [1981 JACS 1750] [1984 T 5451 cansitieren qua en Is formaci6n
tie compiejas tie inclusi6n con ciciatiextrinas, tembidn sa hailan implicadas tie manera
circunstenciel intaraccionec palaras, tie tel manara qua a! cambia an Ia energ[a libre total
del sistema patina rasumirse, tie acuerda can Ia siguiente ecuacidn:
= AGvan do, Weal. + AG puent.. do hd,6geno + AG p6rdd. do ague + ~ del an”’o +
Los astudios cobra Ia neturaleze tie astos eniacec con moi4culas hu6speti
caleccianaties, hen puesto de menifiasta is impartancie tie cede une tie Ia fuerzss
iinplicedas anal proceso de inclusi6n [1978 JACS 916]. La comperaci6n tie Is magnitud
tie cede uns tie las fuerzes implicadas tiemuastra qua pare un hu4speti apalar, las
intaraccionas mancionatias en los apertatios A, C y ID, son las mAc significativas. En
cualquier ceso, Is importancia tie cede una tie las tuerzas tiepande tie las caractericticas
tie is molAcuie hu~spad asi coma tie Ia ciciatiextrina, ye qua edemAs tie fuarzes tie enlace
parece car qua Ia pArditia da Ia estructura del ague alrededor tie Ia molAcula huAspeti
(apoler), proceso intimamente relecionedo can las interacciones epolares a hitirof6bicas,
asi coma Ia restriccci6n en Ia libertati tie movimiento tie Ia moldcula hudspati an saluci6n,
ajarcen en canjunta una cierta influancie en Is farmaci6n del compieja tie inclusi6n.
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Las interaccionas par fuerzas tie Van tier Weals incluyan las fuarzas de tiispersi6n
tie London, las interaccianes dipala-dipala y las interacciones dipola-dipalo inducida. En
aigunos casos suale hacarsa Ia distinci6n entra interaccianes dipolo-dipalo, dipala-dipolo
inducido y carge-carga tie las fuerzes tie tiicparsi6n tie London. especialmente ci ce trate
tie valorar Ia importencie relative tie astes interecciones “palares”.
Las intaraccianes entra las dipolas permenantes tie las moi4culac hu~sped y los
dipolas permanentes tie las moiAcuias inclusores cerecen tie importancia, puacto qua las
mol6culas huAspati sin dipolos perinanentec farmen compiajos estables con las
ciciotiextrinas. La fuerza relative tie las intaracciones dipola permananta-dipola inducida
[1959 QRCS 183] y Ia intansitieti tie las fuerzas tie tiispersi6n tie London [1930 ZP 2451
son proporcionalas el reciproco tie Ia sexta potencie tie Is distancia entre las dos mol4cuias
y a sus palarizabilidades. IDe acts farina. Ia megnituti tie astas intareccianes as elevatia an
el casa tie las cainpiajos tie inciusi6n, ye qua el diAmetro interna tie Ia cavidati tie las
ciclatiextrinas (4’S A pare Is a-CD y 7’0 A pare is B-CD) heca qua Ia distencis antre Is
molAcula huAspeti y Ia pared tie Ia ciclotiextrine see Ia atiecueda pare qua se astebiezcan
astas intaracciones. Asi, se observe una reieci6n lineal entre el logaritmo dales canstantes
tie disociaci6n tie los campiejac ciclotiextrina-sustrata y Ia rafreccirin molar del sustrato,
pare una sane tie fenilacatetas sustituitios. Esta hecha as indicetiva del papal qua
dasempetlen las fuerzes tie Van tier Weals, puasto qua Ia refracci6n molar del sustrata actA
ralacionatia can Ia polarizabilitiad [1967 JACS 3242].
AnAlagainenta, an un astudia sabre is campiejaci6n can ciclatiextninas can distintac
tiarivatios sustituitios del Acidop-banzaica, se pane tie manifiesta qua existe una relacidn
antre las constantes tie tiisociaci6n y las canstantes tie Hammett pare los distintos
sustituyentes, perdmatros tainbidn relacionetios con Ia polarizabilitiad [1966 AS 733]. En
cansecuencia, las fuarzas tie Van tier Weals juegen un papal importante en Ia formacidn
tie los complejos tie inclusi6n can ciclodextrinac, coma se ha puesto tie manifiesta en
numerosas ejemplos [1969 JACS 4035] [1976 JPSPC 2009].
Los puantas tie hidr6geno conctituyan otre tie las fuerzes cantiuctorac en Ia
formacidn tie los campiejas tie inclusi6n con ciciadextrines. Matsui [1970 BCSJ 1909]
tiamoctr6 is farmeci6n tie un compiejo tie inclusi6n actable tie forms muy sencilia en el
caso del hitirapardxitia tie terc-butilo, qua as cepsz tie farmer puentas tie hitirdgana tie
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6Estructura tie ba a-CD mostranda coma dos mo/ku/as de agua, W, v 14/2 estdn /nc/uidas en
e/ inter/ar de Ia cay/dad. Las nOmeros corresponden a bas un/dades tie g/ucosa
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forms mAc favorable que el tero-butil alcohol, ci bien pare esta cainpuasto se he tiescrito
Ia formaci6n tie complejas tarnarias muy actabies 11986 JPC 1963] [1991 JACS 1573].
El ague as un factor crucial en Is formsci6n del compiejo. Nos referimos a las
malAcuies tie ague alojeties en el interior tie Is cevidati tie Is ciciadextrins. La estructure
del ague en el interior tie Is cavidad no as Is misma qua en el exterior ye, qua Ia cavideti
as spoler y cu tamatla as restringitia [1974 JMR 771. En soluci6n ecuasa son varies las
mol6cuias qua ce alajan an el interior tie Ia cavidad, dapandiendo tie Is ciclotiextrina.
Bender [1973 AiC 209] sugiere qua las mol~culas tie ague del interior tie Ia cavitieti tianen
una entalpia alevada; par tanto Ia formaci6n del complaja tie inclusi6n implica el
tiesplezamienta tie las molAculas da ague tie alaveda antalpie par Ia malAcula hu~sped,
pracaso qua implice un cembia favorable tie Is entalpie. La existencie tie astas mai&ulas
tie ague an a! interior tie Is cavitiad se ha puesta tie menifiecto mediante estudias
cristelogrAficas [1975 BCSJ 24091 [1976 RioC 187111978 AgC 738] [1982 JOC 11431.
Par otra perte, Is p&tiide tie las malAculas tie ague se acainpetla edemAs tie los siguientes
cambios qua cantribuyen iguelmenta a Is variecidn tie Ia energ(a:
- Dasaparicidn tie las puentes tie hitir6geno entre as moi~cuies tie ague y Ia
ciclodextrina, asfcomotia las intereccianec tie Van tier Weals.
- Farmaci6n tie enlecas tie hitir6gena, eci coma establacimianta tie enlaces par
fuerzas tie Van tier Weals entra las inal6culas tie egue salierites y las mol6culac tie
ague tie Ia face acuosa.
- Libartad tie mavimiento tie las mal6culas cia ague liberatias tie Is cavitiati.
Las mol6culss tie egus qua se cit~an airatietior tie un huAspeti apalar astAn
aniazadas mAc fuartementa qua aquelles qua camponan Is fase acuaca axterne y an
cansecuancia, pare las primares, el libra movimianto astA impeditia. Da ella se deduce qua
Ia p~rtiida cia Ia estructura del egue tieberfe ser un proceso termadinAmico qua se
acompatlace tie un incremento tanto en Is antalpia coma en Is antropie.
Exparimenteimante ce camprueba qua ci bien puatia conseguirsa Ia farmaci6n tie
camplajos tie inclusidn an otros solventes no acuosoc, Is presencia tie ague fevoreca sin
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embargo Ia farmacidn del complaja. Consecuantementa no se observe is farmaci6n tie
camplejo entre al Acido benzoica y las ciclodaxtrinas cuentia sa emplean coma salventes
cloroformo, tetracloruro de carbono, 6ter, dioxano y benceno (1964 JPS 691. En
dimetilsuif6xida, dontie ci se lagre Is formaci6n tie campiajo, las conctantes tie tiisaciacidn
son mucho meyorec qua en ague. Asi par ajempia, las constentes tie tiisociacidn pare el
complejo anisol/I3-CD can 400mM en DM50 y 5mM en ague [1975 JACS 6869], Ia cuel
demuastra Ia impartancia del media acuaso en Ia farmaci6n del compieja.
Seenger y cal. 11972 N 392] 11974 ACIEE 5521 11974 JACS 3630111976 JACS
3357] castienen qua Ia relejeci6n tie Ia tansidn del anilla tie ciclodaxtrina qua tiene luger
cuando se produce al fen6meno tie inclusi6n, as otra tie los factares qua interviane coma
tuerze conductors en al procesa, sag® se desprende tie distintas estudios cristalogrAficas
reelizatiac mediante tAcnicec tie rayac-X y mediante cAlculos tedricas. La canformaci6n y
Is energie potancial del macraciclo tie a-CD en saiuci6n ecuasa (cupaniendo qua Ia
contormacidn as iti6ntica a Ia tie Ia a-CD hexehitiretetie) y antac tie Ia farmaci6n del
compleja tie inciusidn as manos sim4trica y tie mayor energie qua las conformacianes
carrespondientec a los complejos tie inclusi6n tie a-CD can yado, 1-propanal, inetanal o
acetato potAsica.
Rergeran y cal. [1976 BioC 197] [1977 JACS 5146] evalueron Ia contribuci6n tie
Is relajaci6n tie Ia energis tie tansi6n del snub y tie Ia p6rdida tie las mal4culac tie agus tie
Ia cavitiad en Ia formaci6n tie los complejas tie inclusidn. En muchoc cacas, Ia formaci6n
tie puantas tie hitir6geno es tie gran importencia. Es posibie suponer qua ci Ia anergie tie
tensi6n del snub as una tie las principalec fuarzas contiuctaras pare Ia inclucidn, Ia
matileci6n tie los grupos hitiroxilo tie las ciciotiaxtrines debars efectar cleremente a los
valaras tie las canstantes tie disaciaci6n tie las camplajos; paro esta no sucetie tie acuardo
can Ia prevista. Par tento, aunque las ciciatiextrinas matilades prasenten vantajes
considerabies tiestie el punto tie vista tie Ia salubilideti [1982 CPR 17961 [1986 BCSJ
6431, no siampre se produce une majora en Ia farmaci6n tie los complejas tie inciusi6n. En
consecuencia puetie afirmerse qua Ia reiajaci6n tie Is tensi6n del snub no as Ia principal
fuerza en Is farinacidn del camplajo tie inciuci6n. En el caso tie las cicladaxtrinas
modificatias, ce sabe qua Ia capacitiati tie inclusi6n tie Ia tiiinetil-B-CD as en general mayor
qua Ia tie Ia trimatii-13-CD [1984 JiP 597] 11985 P1 611 y este compartamienta abatiece
mAc a veriacianec en Ia solubilitiad qua en Ia tensidn del snub [1976 RioC 197].
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Hareta [1976 RCSJ 2066] he liavedo a cabo astudias en los qua intanta profundizar
an Ia magnituti tie Ia contribucidn tie las distintac fuerzas y energies qua participen an Ia
farmaci6n tie los complejos tie incluci6n en el casa del bencana sulfanato s6tiico.
Consitiera y evaltia las interaccianes par fuerzas electrastAtices y tie Van tier Weals, y Ia
diferencie entra Ia energia tie salvataci6n del campiejo y Ia sume tie las energ(es tie
soivataci6n tie los dos camponentec del campleja, proponientia dos posibias estructuras
pare al compiejo. En una tie alias, a! recta aromAtico (bancena) epolar se inciuya an Is
cevitiad tie is ciciatiextrins. Esta as a astructure mAc estable. En Ia otre, a! recta sulfanata
(paler) as el qua se inciuya an Is cavitiati tie Is ciciodextrina. En al primer caso, Is anerg(a
total tie intarecci6n as tie - 23’78 kcel/mal, mientres qua en a! segundo as tie -1 5’04
kcal/moi. Par tento, el camplejo enargAticementa mAc favaracitia as al primaro. AtiamAs,
a partir tie los cAlculos parcialac tie las energies tie interacci6n (electrostAtics. Van tier
Weals, saivataci6n), ca deduce qua al cambia en is energia tie calvataci6n as el mAc
importente, las interaccionas tie Van tier Weels tianen une importencia natebia, mientras
qua is contribucidn tiebida a las interacciones electrastAticas as prActicamente
tiespreciebie. Sin embargo, aunque plausibies, astos cilculos no puetien car tiadas por
buenos ye qua no tienen en cuenta las entaipfec del ague tientro y fuara tie Ia cavitiati, ni
Ia tanci6n dabitia al snub tie ciclotiaxtrina.
Tabushi y cal. han realizatia un astudia similar pare a! casa del campieja naranja tie
matila/a-CD [1978 L XLVIII]. La energia tie estebilizaci6n par fuerzes tie Van tier Weals as
mayor an el caso tie is a-CD qua en el tie Is u-CD hitiretada. La energia confarmacianal as
mayor en al cesa dale a-CD qua en el tie Ia a-CD hexahitiratatia. Ectos resuitetioc se
contrepanen a las abtenitias par Seenger, pare el cual coma ye se ha expuasto, Is anergie
conformacianal as Is principal fuarza conductors.
El astudia tie las cambios anarg~ticos (entalpia y entrap(s) en Ia formaci6n tie un
compiejo 1 -atiamentano-carboxflico/u-CD, pane tie manifiecta is importencie tie las fuerzac
spolares tie enlace ‘clAsicas”. El recta tie adamantano as tiemasieda voluminasa pare
incluirsa en is a-CD (ci puatie hacerla en Ia B-CD [1989 JACS 6765]), par Ia cuel as
probable qua ce cit~e en Ia parta superior tie Is cevitiad. La formacidn tie este campiejo
trenscurre con un cambia bastanta favorable tie entropie (AS = + 10 u.e.) y un pequetla
cambia favorable tie anteipfa (AH = -1 ‘2 kcei/mal). Par tanta mAc del 70% tie Ia anergfa
persia ectabilizaci6n del compiejo proviena del cembia antr6pico, el cual astA diractemente
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relacionado can Ia transterancia del sustrato del media scuaca a un media mAc epalar (Ia
cavideti de Ia ciciatiextrina ). La farmacidn tie un complajo antra el 1-adamantana
carbaxilico y Ia B-CD, cuya cavidati puede alojer a un sustrata ten voluminoso, ye
ecompatlado tie un cambia muy favorable an Ia entaipie (AH = -4’? kcal/moi) y tie un
paquetlo cambia tiasfavorabla an Ia antropia (AS = -1 u.aj. Par tanta, Ia estabiiizaci6n en
aste caca se produce graciac a los aniaces par fuerzas apolares.
En resuman, tie toda Ia expuesta ce deduce qua son une sane tie factares, entra los
qua sa encuentran las fuarzas tie Van tier Weals, los puentas tie hidr6gana. is relajaci6n
tie Is energie dabitia a las mal~cuias da ague y a Ia tansi6n del enilia del anilia tie
ciclodextrina, las qua favorecan Ia farmecidn del camplaja, ci bien Ia contribuci6n tie cede
una tie alias as variable y depende tie cede sustreta. Ectos dos iiitimos factores estAn
intimamente relacionadac con las fuarzas tie uni6n apalares y al mecanisma “have-
cerradura” qua caracteriza las reacciones enzimAtices sientia Ia base del recanaciinienta
molecular.
ll.R.3.3.6 FORMACION IDE COMPLEJOS IDE INCLUSION CON
CICLODEXTRINAS
Las ciclodextrinac forinan complejos tie inciuci6n con numerosos campuestos tento
argAnicas coma inorgAnicos, siempre qua el campuasta qua se veya a incluir tenga un
tamai9a compatible con las dimensionec tie Ia cavided tie Is ciclotiextrine [1967 Nw 625].
AdemAs, is farmeci6n del compiejo se ye fevorecitia par las ceracteristices tie paleritied tie
is moi6cula hu4spati, eunque son muchos los autares qua piensan qua las factarec
tiacisivas en Ia farmaci6n del campleja can mAc bien geomAtricos qua quimicos [1963 JPS
132]. Puatia afirmarsa qua al pracasa tie inciusi6n transcurra grades a Ia interacci6n
energAticamante favorable entre las mai&uiec hu6spedes, relativainenta apolares, y Ia
cevidad hidrotdbica imparfactamente soivatede tie las ciciadextrinac.
Pare qua se farina el complajo tie inciusi6n he tie pratiucirse une interacci6n antra
Ia malAcula huAsped y is ciciotiaxtrins, qua generalmante se celifica coma “interscci6n
hidrofdbica”, dads Is naturaleza tie las tuerzec qua contiucen a Ia farmeci6n del campleja
y qua se hen comantado en el apartatia 2.3.3.5. Estes interaccianec hidrof6bicas son
raletivementa tiAbilas, ye qua las fuarzas impliceties en Ia farmacic5n tie las complajas son
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fuerzas tie tipo Van tier Weals a intereccionec dipala-dipolo. Asi, ci se compare Ia energia
necasaria pare Is farmeci6n tie un enlace cavalante (102 kcel/mol) con is nacesaria pare
establecer un enlace par puantes tie hitir6geno (10 kcai/inai) y Ia impraccindibia pare las
intaracciones par fuarzac tie Van tier Weals (1 kcel/moi), se deduce qua esta intaraccionas
son las mAc d6bilas y an muchac casos no parmitan Ia formaci6n tie un compiajo astabie.
Sin embargo, ci is mai&ula adopts a posee una dispasici6n especial espacifica,
cuyo radio tie Van tier Weals sea compatible con el temetla tie Ia cavidad tie Ia
cicladextrine, puetian estabiecerse astas “interecciones hitirof6bicas” y las especies se
inciuyen dentia luger a un campieja cuys estabilitiati puatia car en muchas casos semejente
a Ia qua recuitarfe tie una uni6n cavalenta. Las complajoc mAc ectabias se forman en al
casa tie moi~culas hitiraf6bicas can sustratos qua no son capacas tie farmer anlacas par
puentes tie hitir6gano, par ejempla benceno. La estabilided del compieja as proporcional
al carActer hitiraf6bica tie los sustituyantes sabre Ia mol6cula base. As[, las sustituyantas
metilo a atila incrementen Is actabilidad tie los compiejas mientras qua las hitiroxilas a
tiisminuyan al igual qua las grupas anizebiac (-NH2, -COOH). Cesu y Rave 11966 AS 733]
absarvaran qua Ia prasencia tie sustituyentes alactradanetiores favoreca Ia astabilitiati tie
las complajos.
Si en una mal~cuia ca den taties estas ceracteristicas geamAtricas, qufmicas,
astAricas y anerg6tices fevarebias pare Ia inclusi6n, antonces sa inicierA al procaso tie
formaci6n del complaja, cuyas pesos se reprasenten tie farina esqueinAtica an Is FIGURA
26.
- Las inoi&ulac huAsped se tiesplezen y ramplezen diractementa a las moI~cuias tie
ague ye incluidas en el interior tie Ia ciclotiextrina.
- La cicladextrina ebsorbe anergia y adapts Ia confarmacidn hexagonal tie “baja
energia”. Al misma tiempa las moi6cules tie ague incluitias ca oriantan tie farms
tiasortienade, Ia cuel tie luger a qua Ia ciciotiextrina, can las malAculas tie ague an
su interior atiopta una confarmaci6n relajada. Esta cantormaci6n s6lo se atiopte en
presencie tie mol6culas hu~sped qua ce puaden incluir, en cuyo cesa, las mal4cuias
tie agus del interior son sustituitias fAcilmanta par equelies.
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- Las mol6culas tie sustreta y las tie ciciotiextrine formen un “intermedia” quetienda
retenitias las mai&uias tie sustrato en Ia superficie pare penetrar decpu4s en el
interior tie Ia cavidad, Ia cual sdiamenta tiene luger tiespu~s tie un pracesa tie
absorci6n tie Ia anerg(a tie ectiveci6n.
La farmeci6n del copiajo tie incluci6n implica par tanto Ia madificecidn tie Is
conformaci6n tie Ia ciciodextrina, en un macenismo tie “ajusta intiucitia” cemajante el tie
las reacciones anzimAtices [1976 RioC 187]. IDe todo Ia expuesta, sa desprentie qua el
ajuste tie Ia mal&ula tie sustrato a is cavitiad tie is ciciadextrine as un procaso dacisiva
y an ciarta madida independiante del carActar tie Is mai6cuie hu4sped [1978 JCSPT 760].
Sin embargo, esta independencia as rejativa debida a qua pars is tarmacidn del compieja
as necasaria Ia deshidratacidn total a parciel del suctrato, seguitie tie Is rahitiratacirin qua
se produce tras el pracasa tie incorporeci6n, sientia estos procesoc caractaricticac tie los
sustretos.
Pare otras autores [1967 JACS 14], a! mecanisma tie formaci6n tie los camplajas
de inclusi6n puatia dividirsa an las ciguientec pesos:
1. Apraximaci6n tie las mol6culac tie custrato a las inol4cuias tie ciciadextrina.
2. Rupture tie Ia estructura del ague del interior tie las mol~culas tie ciciadextrina y
salitia al exterior tie elgunas moi4culac tie ague.
3. Rupture tie Is ectructure tie las mal4cuies tie agua qua rodeen a Is mal4cula tie
sustreto, ceguitis tie Ia inciusidn an Ia cavideti tie Ia ciclatiaxtrine y transporta tie
elgunac moidcules tie ague a Ia salucidn.
4. intereccidn antre los sustituyentes tie is mol~cuIa tie sustreto y is cavitiati interns
tie Ia ciclodaxtrina.
5. Formacidn tie puentas tie hitir6gena entre is molAcule hudspeti y los grupos -OH tie
is ciciodextrine. Este peso as axtramatiamente rApitia y par tanta no as
tiaterminanta pare el procaca tie inclusi6n [1965 JMB 64].
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6. Recanstitucidn tie Is estructura del ague airadetior del complaja.
En los pesos 1,4 y 5 se hailan implicedos factores est~ricos y par tenta Ia
estabilizaci6n del complejo depentie tie Is geametria tie is mai~cuIa tie sustrata; dicho tie
otra menara, el impedimenta est&ica puede impedir Ia formacidn del compiaja. Las pesos
2,3 y 6 son tiapandientes tie Is arganizaci6n tie las mal4culac tie egue y par tanta tie las
caractanisticas quimicas tie Ia moi6cula qua se quiere incluir.
ll.B.33.7 METODOS PARA LA DETECCION IDE LA FORMACION IDE
LOS COMPLEJOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINAS
ll.B.3.3.7.1 INTRODUCCION
La cepecitiati tie former campiejoc tie inciusi6n, ye see an estado s6litio a en
saluci6n, as Ia principal caractaristice tie las ciciotiextrinas. La inciusidn tiene luger gracias
a qua las mal~culas hu~cpedas quatien ainbebities en al interior tie Is cavidati, sientia
actable el aducto formatia, ye sea en madios liquidos a s6lidos, gracias a Ia astructure
anular caracter(ctics tie las cicladextninas. Esta ectructurs dictingue a las ciclotiextrinas tie
otrec mal~culac, qua requieren Ia cristalizaci6n del compleja pare poder camprabar
(mediante rayos-X u atras t&nicas analiticas) qua al tamatlo tie Is cavidad as al atiecuatia
pare Ia inciusidn 11975 JPS 1586] [1954 LXXXVI].
La formaci6n tie complajos tie inciuci6n puetie tietectarse tie motioc muy divarsos
grecias a las moditicaciones qua sa pratiucen an las propietiadas tie Ia mal4cula hu6sped.
Estas madificacianes puetien car tfsicas (solubilidad, tansi6n superficial), quimicas
(reactividad, variacianes an el valor tie las constentes tie ionizecidn Acitia-basa) a
aspactracc6picas, coma maditiceciones tie los parAmetras espactralec, tento cualitativas
(pasici6n tie los mAximos, despiazamienta quimico) coma cuentitativas (variacionas an al
coeficiente tie sbcarcidn molar a an is intensideti tie fluareccencie). Estac variaciones
espectralec son similares a las observetiac cuendo las inol~cuias hu~spadas se transfieren
tie solventes tie mayor a manor poleridad. Los in~tatios ecpectrosc6picos con los m~s
atiacustias pare is detacci6n tie estas complejas, teniendo en cuenta qua Ia naturelaza tie
las fuerzas implicades an su farmeci6n puetia calificerse tie “ti4bii”. Estas intereccionas no
cavalentes, semejentes a las variacionec tie Is palaridad del soivente, san par tento
/nteracc/anes entre mo/ku/as en med/os flu/dos 99
tiatectabies tie farina tiable mediante m~todos espactrosc6picoc [1985 ACA 95] [1988
ACA 129].
11.8.3.3.7.2 METODOS IDE DETECCION IDE COMPLEJOS SOLIDOS
Existen divercas t~cnicas instruinentelac pare is detecci6n tie los complajos
farmedac, ye sea en estado s6iitia, ye sea en soiuci6n ecuoca. Tanienda an cuents qua
este memarie se centre en el ectudia tie complejoc en soluci6n, nos datendremos muy
brevemente en esta apertetia.
11.8.3.3.7.2.1 DIFRACTOMETRIA DE RAYOS-X
Canstituye Ia matatiologia mAc aprapiede pare realizer el enAlisis tie Ia estructure
cristalina del compleja [1984 L LI. Estes t4cnicss no son ~tiias en anAlisis tie rutina tiabido
a las dificuitadec qua suale entratlar Ia preparaci6n tie Ia muastra y a Ia infreastructura
nacecaria pare realizer las enAlisis. No obstante, los diagrames tie tiifrecci6n son uns
pruebe conciuyente pare demastrer Is inciusi6n, ye qua al difractograme del camplejo as
difarenta da Is suparposici6n tie las ditrectagremas tie las mol6culac hudspedes y tie las
ciclodextrinas aisladas. AdemAc, en el caso tie tratarse de mol&ulas hu~spedes liquides,
coma par ejamplo Acitiac grecos, constituye un mAtado muy edacuedo pare poner tie
manitiecto Is existencie del campleja, permitianda elucidar el tipo de estructura cristalina
del mismo.
11.8.3.3.7.2.2 ESPECTROSCOPIA IDE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR
La espectrascopia tie RMN tie 13C aplicade a sdiitios, as una t~cnice ecpectroccdpice
valiasa, qua parmite el astudlo de las propiedatiec dinAmices tie los complajos tie inclusi6n
an estedo c6iitio [1982 JCSCC 13861, a diterencia de Ia ditrectomatria tie reyas-X qua
suministra informecidn tie las propiadadac estAticas. Las variaciones en el valor del
despiazamiento quimico pare los Atomos C
1 y C4 tie Ia ciciatiextrina sa reiscionen con las
cambios conformecioneles qua ce pratiucen tiebido a Is inclusi6n 11985 CaR 12].
100 /nteracc/ones entre ma/ku/as en med/as flu/dos
11.6.3.3.7.2.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
INFRARROJA
En el espectro de absarcidn IR, se pueden apreciar desplazamientos de
aproximadamente 40 cm1 en las bandas de absorci6n de las mol~cuIas hu~spedes tras Ia
formaci6n del camplejo de inclusi6n. As( par ejemplo, las bandas de tensi6n
correspondientes a a absorcidn del carbonila y a las -OH, se desplazan debida a qua en
Ia inclusi6n se rompen las puentes de hidr6gena intermoleculares y las mol4culas quedan
aisladas en el interior de Ia cavidad. Estas hechas se han demostrado para el ~cida
benzoico y el ~cido salicflico [1978 CPB 3419] 11980 CPB 1552]. Na abstante, Ia
espectrascapia IR no constituye una prueba cancluyente en s( misma ye qua muchas de
las alteracianes espectrales quedan enmascaradas par el espectro de absorci6n IR de las
ciciadextri na s.
11.6.3.3.7.2.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN
Esta t4cnica es camplementaria del IR y Ia informacidn qua aporta es semejante. Las
bandas se desplazan y se madifican coma consecuencia del procesa de inclusi6n. Asf pues,
Ia tensi6n fuera del piano correspandiente al agrupamienta C-H qua aparece a 801 cm2,
increments su intensidad de farina apreciable tras Ia tormaci6n del compleja entre Ia
talbutamida yla B-CD [1981 CP627101. Probablemente, leespectroscopia Ramanresulta
de mayar utilidad en el caso de complejos en medias (quidos, donde Ia presencia de
solucianes acuosas no supane un abst~cula coma ocurre en el caso de Ia espectrascopia
IR.
11.6.3.3.7.2.5 METODOS TERMICOS
Las distintas t4cnicas qua se engloban baja el nambre de m~tados t~rmicos san
muy aprapiadas para Ia investigaci6n de complejos de inclusidn en estado s6lida, a bien
de complejos farmados en medios lfquidos pero aisladas y cristalizados para hacer posible
su estudia. Los m~tados t&micos m~s utilizadas son: el estudio par calorimetrra diferencial
de barrido (DSC), par anMisis t6rmico diferencial (DTA), par termogravimetria (TG) y par
termogravimetria diferencial (DTG).
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Cuando se produce Ia inclusi6n, el punto de fusi6n o ebullicidn de las mol4culas
hu4spedes se desplaza a temperaturas m~s elevadas, pudiendo desaparecer a bien quedar
enmascarada en torno a Ia temperatura de descompasici6n de las cicladextrinas
(~ 3000C). Este desplazamiento implica una mejara en las caracterfsticas de estabilidad
de numerosos principios activas, especialmente en el caso de aceites y li’quidos volatiles
[1979 JJA 103].
Se han estudiado por ejempla, distintos derivados de ~cida cin~mico, los cuales
forman complejos estables can a-y B-CD, abserv~ndose qua el grado de volatilidad de las
complejas varfa can los sustituyentes (metilcinamato, etilcinamato, cinamaldeh(da) [1979
OPS 76]. Las mezclas ffsicas presentan una endoterma aparente a 1 500C debido a las
p&didas por ebullici6n. En el compleja, eats endoterma desaparece completamente y adla
se observa Ia correspondiente a Ia descamposicidn de Ia cicladextrina, que se sitija a
2900C. Ademhs de un descenso en Ia valatilidad, Ia formacidn del complejo mejora Ia
estabilidad ya que disminuye Ia fotodegradaci6n y facilita Ia solubilidad. En las complejos
con benzaldehfdo se han obtenida resultados muy similares [1983 IJP 253] con a-yB-CD.
En Ia FIGURA 27 se presents un estudia similar, donde se pueden observar las
diagramas obtenidos mediante an~lisis t4rmico diferencial y termogravimetri’s, que
confirman Ia reduccidn en Ia volatilidad pars las complejos de clofibrato con B- y v-CD
[1983 PAH 338]. Se han obtenido resultadas similares pars diversos fArmacos tales cama:
diazepan/y-CD [1983 IJP 327], fenaxetina/B-CD [1984 IJP 51], prostaglandina F
2jy-CD
[1984 JPS 382], prednisolona/B-CD y v-CD 11985 PAH 117] e ibuprofeno/B-CD [1986 IJP
95]. En general se puede afirmar que Ia desaparici6n de las endatermas de fusidn
carscter(sticas del campuesto incluido, es mAs efectiva a medida qua se increments Is
cristalinidad del complejo, hecho que se puede comprobar mediante difractometrfa de
rayas-X [1989 IJP 175].
11.8.3.3.7.3 METODOS DE DETECCION DE COMPLEJOS EN
SOLUCIO N
Cramer y cal. 11967 JACS 14] estudiaron Ia cin~tica de formaci6n de un compleja
de inclusi6n en soluci6n acuosa entre a-CD y p-nitrafenol. Los resultados obtenidos las
permitieron afirmar que Is difusi6n de las mol&ulas es el paso qua condiciona
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prhcticsmente en su totalidad Ia formscidn del complejo. Estos pasos puden seguirse par
distintas t4cnicas anali’ticas que permiten estudiar las modificaciones lfsicas v quimicas que
se producen en las mol4culas hu6spedes.
La insyarfa de los mdtadas permiten Ia carscterizaci6n del compleja mediante el
c~lculo de su estequiometrfa y sus constantes de asaciaci6n. En general puede hablarse
de estequiametri’a 1:1 para Ia mayorfa de las complejas con ciclodextrinas. Sin embargo,
si Is mol6cula huisped es demasiado grande pars el tsinai9o de Ia cavidad, pueden
praducirse asociaciones de dos mol~culas de ciclodextrina par cads mal4cula hu~sped. Si
par el contraria Ia cavidad es Ia suficientemente grande coma para alojar a dos moliculas
hu6sped, Ia estequiametr(a anteriarmente citada se invierte. El cdlcula de Ia constante de
asociaci6n que define Ia estabilidad del complejo puede Ilevarse a cabo en virtud de Ia
variaci6n de alguna de las propiedades f(sicas a quimicas de Ia mol~cula hu6sped al
praducirse Ia inclusi6n. Esta variaci6n puede relacianarse con Ia concentraci6n de
ciclodextrina, Ia que permite el c~lculo de Ia canstante de estabilidad.
Dada que cads inetodolog(a da lugar a un desarrolla para el c~lculo del valor de K;,
no nos vamos a detener a considerar pormenarizadamente el c~Iculo de esta constante,
aunque Ia haremos mis adelante at explicar concretamente Is metodalogi’s par nosatros
elegida, al igual que haremas en Ia determinacidn de Ia estequiametrfa. Comenzaremos par
describir las metadolag(as basadas en Ia variaci6n de las prapiedades fisicas y qufmicas
pars pasteriarmente describir las cambios en las prapiedades espectrascdpicas.
La variaci6n en las tiempas de retenci6n en cramstagraf(a puede considerarse una
consecuencis de Ia madificacidn de Ia salubilidad de las mol6culas hu4sped, debido at
praceso de inclusi6n. Sin embargo, puesta que las t6cnicas instrumentales adecuadas se
consideran en apartados posteriores, Ia cromatograffa (quida no se trata en el apartada de
Ia variacidn de Is salubilidad, si bien podr(s hacerse de este modo.
11.6.3.3.7.3.1 METODOS DE VARIACION DE LA SOLUBILIDAD
Debido a que las mal4culas quedan “envueltas” par las ciclodextririas que son
hidrasalubles, se puede observar un incrementa notable en Ia solubilidad de campuestas
d~bilmente hidrosolubles. Aunque par regis general el complejo es menas hidrosoluble que
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Ia cicladextrina s6Ia, Ia salubilidad en agus de las inal4culas hidr6fobas se ye siempre
notablemente mejorada y puede incrementarse entre un 10% en el pear de casos hasta un
300% para las camplejos m~s hidrasolubles 11961 JACS 2312111964 .JPS 924]. Cohen
y Lach [1963 JPS 132] abservaron que Ia salubilidad del campuesto generalmente se
incrementa can a cancentrsci6n de ciclodextrins, ponienda de manifiesto este hecho para
diecinueve fArmacas d4bilmente salubles en agua. Las maldculas m~s voluminasas y que
se ajustan pear a Ia cavidad se salubilizan con mayor dificultad. Igualmente se pane de
manifiesta que a mejora en La solubilidad es mayar en el caso de Is (1-CD que en el de Is
a-CD. Si se representa a concentraci6n de analita frente a Ia concentracidn de
ciclodextrina se pueden obtener representaciones lineales, pudiendo definirse Is pendiente
coma:
incremento en Ia solubilidad (M)
Pendiente — ___________________________________
cancentraci6n de cicladextrina (M)
Cuanto mayor sea Ia pendiente, mayor es Is mejors en Is salubilidad. Normalmente
las moi6cuias mAs pequet~as se inciuyen mejor y muestran mejaras mAs apreciabies en is
solubilidad In que se manifjests par pendientes mavares. Se ha encantrado uns carrelaci6n
entre Is salubilidad y las sustituyentes, pars los camplejos de inclusi6n de las ~cidas
carbaxflicas y sus fenil derivadas can 13-CD [1965 JPS 1745] [1975 CPa 12051.
As(, si se adicianan distintas cantidades
ciclodextrins de distintas concentrsciones y se
alcanzar el equilibria, se pueden manitorizar las
salubilizada, esta as, los cambios en Ia solubilidad
Ia cual constituye un diagrams de solubilidad de
FIGURA 28. Los diagramas de solubilidad se
presentan un perfil de tipa “A” en los cuales se
las que presentan un perfil de tipa “6” en los
definida [1965 AACI 117].
de mol4cula hu6sped a soluciones de
agita a temperstura constante hasta
cancentracianes de mal6cula hu~sped
segt~n Ia concentrsci6n de ciclodextrina,
fase, tat y coma se puede apreciar en is
pueden agrupar en dos tipas. Las que
forms un compleja de inclusi6n soluble, y
que se farms un complejo de sotubilidad
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Las variacianes en Ia solubilidad han permitido el c~lculo de las constantes de
ssociacidn de los complejas formados entre distintos barbittkicas can B-CD [1971 JPS
652]. Igualmente permiten paner de manifiesta Is interacci6n entre Is B-CD y Is
espironolactana [1989 CaR 313].
La 1 ,8-dihidroxiantraquinona forms complelos con a-, 12- y v-CD. Los diagramas
de solubilidad de fase panen de manifiesta que en el casa de Ia B-CD, Is solubilidad se
increments de forms lineal can Is concentraci6n de ciclodextrina, hasta alcanzsr el valar
de Ia cancentracidn de saturacidn con urn constante de formaci6n de 330 M1. La v-CD
es inds eficsz en Is farmacidn del compleja, con un valor de K = 500 M1 que se calculs
a partir del diagrams de salubilidad [1988 JPS 523].
Connors y Pendergast [1984 JACS 7607] relacionan Ia estabilidad de los camptejas
obtenidos entre distintos derivadas de bencena 1 ,4-disustituidos va-CD, con Is solubilidad
de las sustratos, el momenta dipolar, los coeficientes de partici6n y el calor de fusi6n. Las
constantes de asociacidn, calculadas a partir de los datos de solubilidad, pueden
relacionarse asimismo con parAmetros electr6nicas tales coma Ia canstante a-Hammet~
El incrementa en Ia salubilidad, pars distintos derivadas de Ia estructura del bimano
[1989 AL 15671 tras Ia farmacidn de un compleja con B-CD, puede relacionarse con el
sumento en el valor de Is absorbancis y de Ia fluarescencis de estos campuestas, gracias
a Is protecci6n que aporta Is formaci6n del aducto.
11.8.3.3.7.3.2 METODOS DE DIFUSION
La formacidri de complejas can ciclodextrinas puede verificarse claramente mediante
el empleo de una membrane de didlisis semipermeable, que permits Is difusidn selectiva
a uno y otra ado de dicha membrana. De este mado puede verse que si se colocs una
solucidn de 13-CD en un ado de Is membrana y uns sustancis capaz de incluirse en su
interior en el otro, csbrfa esperar que at cabo de un tiempa se alcance a ambas lados de
a membrana un equilibria de cancentraciones de ambas campuestos, fl-CD y sustrato,
gracias al praceso de difusi6n. Sin embargo, Ia que se observa es un incrementa notable
en Is cancentrscidn de sustrata en el lado dande se encuentra Ia salucidn de cicladextrina,
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indicando Is formaci6n del campleja [1982 L XXXIVs] ya que el equilibria de difusi6n es
m~s favorable al paso de Is mal6cula que tiende a incluirse en Ia cavidad de Is B-CD.
11.6.3.3.7.3.3 METODOS CINETICOS
Cama se camentar~ mAs adelante, las cicladextrinas sceleran determinadas
reacciones gracias a un efecta cstal(tica 11980 JACS 762] aunque a veces pueden hacer
que se praduzcsn m~s lentamente, al proteger a as sustratos de especies reactivas
externas [1982 JPP 6271 tales came el ox(geno [1983 UP 2531 y Ia luz ambiental [1978
CL 1109], debida ala formacidn de camplejas de inclusi6n. En resumen, padrfs decirse que
modifican Is canstante de velacidad de rescci6n.
Si representamos et procesa de inclusi6n y de reacci6n de scuerdo can el siguiente
esquema:
Sustrato + CD -. Sustrato-CO -. Praductas + CD
El incrementa a el descenso de is velocidad de reacci6n. serA indicative de Ia
formaci6n del campleja de inclusi6n. Aplicanda uns metodolog[s anAlaga a Is de Is cin~tica
de Michaelis-Menten, puede asimismo calcularse Ia canstante de formaci6n del campleja
Ks. Este valor puede determinarse igualmente mediante las representaciones grMicas de
Lineweaver-Burk [1934 JACS 658], Colter [1963 JACS 114] y Eadie 11942 JBC 85]. Las
m~tados cin~ticas tienen Is ventaja de que permiten el cAlculo de las constantes de
formaci6n del camplejo en el casa de mal&ulas qu[micamente l~biles ys las que no puede
splicarse otras metadolog(as 11978 CL 327] 11979 CP6 435]. Iguslmente se ha puesta de
manifiesto su utilidad en el cAlcula de Iss canstantes de equilibria de las complejas de a-CD
can sniones inargdnicas [1977 JPC 9441.
11.6.3.3.7.3.4 METODOS INSTRUMENTALES
Can el r~pido y creciente desarrollo que las t~cnicas instrumentales han
experimentado en los Ultimas s~os, constituyen Is metodolag(a m~s utilizads pars La
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detecci6n de complejas de inclusidn ssf coma en el chlculo de las constantes de ssociacidn
de los mismas, abarcanda desde las m~s versdtiles y m~s utilizadas, coma Is
espectrascapia de absarci6n UV-VIS, hasta las m~s safisticadas coma Is de resanancia
magn~tica nuclear.
11.6.3.3.7.3.4.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
UV-VIS
Canstituye junta can el dicraisma circular (DC), una de las t~cnicas instrumentales
inds utilizadas en Is detecci6n de complejos de inclusi6n con cicladextrinas. Su utilidad
reside en el hecha de qua es una t6cnica vers6til, de muy sencillo maneja, al tiempo que
precisa, par Ia que praporciana datas de gran fiabilidad en el c~lculo de las canstantes de
asociscidn de camplejos can cicladextrina. Par otra parte, hemas de tener en cuenta que
as de amplia aplicsci6n ya qua Is mayoris de las mal6culas argdnicas absarben en Is regi6n
UV a visible del espectro electromsgn4tica, experimentanda variscianes en las pasiciones
de los m~ximos de absarci6n (cualitativas) a en el vslar del coeficiente de sbsorci6n molar
(cuantitativas), con uns considerable mejara en Is absorbancis [1989 AL 1567] tras Is
farmaci6n del compleja can las ciclodextrinas. Asimisma, ha de considerarse que
numerosas maI~culas arg~nicas san d4bilmente solubles en agus, par Ia cual, al na dar
lugar a salucianes homag4neas, san dif(cilmente analizables par esta espectrafotametr(a.
Sin embargo, Ia inclusi6n conlleva Ia salubilizaci6n, Ia cual permite obtener at espectra de
absarci6n en soluci6n scuosa, pudi~ndase producir variacianes en su espectro camparables
a las qua se observarfan al disolver Is mal4culs en solventes de baja polaridad, can
respecto a otras solventes m~s palares.
Los desplazamientos de las m~ximas de absorcidn, coma cansecuencis de Is
farmaci6n del complejo son semejantes a los observados al transferir Is mol&ula de un
solvente de mayor polaridad a atra de menar polaridad y pueden explicarse par Is
pratecci6n parcial qua proparciona Is cavidad de Ia cicladextrins alas electrones excitables.
Cramer 11951 CB 851] estudi6 los efectos de las cicladextrinas sabre las espectras
de absorci6n de ciertos calarsntes. En Is FIGURA 29 se expanen los resultados que se
abtienen con naranja de metila. Coma se puede spreciar, los cambios espectrales son
diferentes de los qua cabrfa esperar, debida Unicamente a uns varisci6n del pH. La alta
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densidad electr6nica de Ia cavidad de Ia cicladextrina desplaza las electranes de Ia
malicula hu~sped [1952 AgC 136] pera de farina distinta a coma Ia modifica el pracesa
de transferencia de H4 debido a La protecci6n par parte de Ia cicladextrina.
Tambi4n se ha estudiada aste hecho en una sane de derivados de calorantes
azoicas [1967 JACS 14] ssf coma en nitrofenol, observanda que Is sdici6n de cantidades
crecientes de a-CD produce un desplazamienta batocr6mica del iniximo de absorci6n con
puntas isosb~sticos a 398 y 446 nin, to que permite confirinar La farmaci6n de un cainplejo
de inclusi6n con estequiametr[s 1:1. Las cilculos de las constantes de equilibria pars los
distintas calorantes enssysdos ponen de manifiesto qua Ia sustituci6n en las pasiciones
4’ y 3’ en el caso de las derivadas de 4’-dimetilaminafenilaza-l-naftalena-4-sulfanata.
tienen uns ligera influencia sabre los valores de las constantes de equilibrio y sin embargo
afectan considerablemente a las constantes de velocidad de reacci6n.
Buvari y Barcza [1988 JCSPT 543] han calculado los valores de las canstantes de
asaciaci6n pars Is anilina, el fenal y sus carrespondientes nitraderivadas par m~todas
espectrafotom~tricos, tanta para las formas disociadas coma para las no disaciadas. En
el casa del p-nitrafenol, el compleja es mis estable en el caso de Ia forms disaciada que
en at de Is no disociada. La deslacalizacidn de Ia carga y las fuerzas de dispersidn de
London colaboran a Ia estabilizsci6n del camplejo. Los in~tadas espectrofatoin~tricos sa
han utilizada ampliamente en el cilculo de las constantes de equilibria de otros darivadas
de calorantes y de derivadas benc6nicos [1977 JACS 5146] [1981 JPC 1820] [1990
JACS 35831.
El indol farina un campleja estable con a (1-CD. Las cambios que se producen en
su espectra de absarcidn son semejantes a las observadas cuando se comparan Ins
aspectras de absarcidn del indal en ague y en alcohol. Esto implica qua el hidr6geno del
nitr6gano N~ del anilla ind6lica esti implicado en Is formacidn de un puente de hidrdgena
can alguna de las grupos hidraxilo de Ia cavidad de Ia cicladextrina. Las desplazamientos
en el espectro de absorci6n conjuntamente can las madificaciones observadas en Is
fluarescencia ayudan a establecer este tipa de conclusiones [1987 JPC 27391.
La 1 ,8-dihidraxisntraquinans farina camplejas can a-, B- y y-CD, los cuales pueden
ser estudiados mediante espectrofatometrfa UV-VIS gracias a las cambios en el valor del
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coeficiente de absorci6n molar (e) coma cansecuencia del pracesa de inclusi6n. El valor de
e se incrementa notableinente can Ia inclusi6n, ya qua estos derivadas de antraquinans son
d4bilmante solubles en agus y prasentan valares de e muy pequef~os. Las cambios
espectralas parmiten afirmar qua at compuasta incluida as el mon6mero [1988 JPS 523]
ya qua as bian conacido que dada su baja salubilidad, astas campuastos tiendan a
autoasociarse en saluci6n acuosa.
El difenil fosfata forms complejas de astequiametr(a 1:1 can a-, (1- y v-CD. Las
constantes de equilibria pueden calcularsa a partir de las datos espectrafotam4tricas y Ia
estequiometr(a sa deduce f~cilmante a Ia vista del aspectra de absarci6n [1986 BCSJ
2979]. Este inuestra dos puntas isosb4sticas, a 228 nin y 254 nm, al aumentar Ia
cancentraci6n de cicladextrina, Ia cual as indicativa daIs existencis de dos Unicas especies
en equilibria y par tanto de una astaquiomatrfa 1:1.
Dada que las cicladextrinas se emplean coma agentes solubilizantes y coma
veh(culas de principios activos, el praceso de camplejaci6n se puede saguir madianta
espectrofotomatrfa UV-VIS. As(, diversos derivados de Ia fenatiazina [1975 CPB 1881
muestran un lev(siino dasplazamiento hipsocr6mica de los inAxiinas de absarci6n, a Is vez
qua un descenso en al valor del coaficienta de absorci6n molar tras Is formaci6n del
compleja de inclusi6n con B-CD. Los ~cidas mefen~mica y flufen~mica as( coma otros
sntiinflamstorios [1975 CR6 201], presentan variacionas en el valor de cal incrementarse
Is cancentracidn da B-CD en al media. La existencia de puntos isasb4sticos distintas, no
claramante definidos en el espectra de absarci6n, al variar Ia cancentraci6n de
cicladextrina. indica qua el mecanisma de interacci6n es un tanto complajo. Tambi~n sa
han observado efactos semejantes en el espectro de absorci6n UV-VIS tras Ia formaci6n
de cainplejos de inclusi6n can distintos derivados de barbitUricos 11976 CR6 1146] y
derivadas de gcido ciniinico 11975 CR6 1421].
Finalmente citaramos una t~cnica espactrofotom6trica empleada en Is determinaci6n
de las canstantes de asocisci6n de camplejas de ciclodextrina, en el caso de qua los
sustratos que se quieren incluir, no absorban en Ia regi6n visible. Es Ia denominads t6cnica
esoectral de inhibici6n comoetitiva a “m4tada del indicadar competitiva”, en el cual el
equilibria cicladaxtrina-sustrato as perturbada a inhibido par Is presancis da un indicadar
coloreada, to cual tiane coma cansecuencia un notable cambia espectral. Esta metodalog(a
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se ha empleado par ajampla, para el cdlcula de las constantes de ssaciacidn de aniones
inorgAnicos con a-CD [1977 JPC 944] y de las derivados de bencana 1 ,4-disustituidas
tainbi4n con a-CD [1984 JACS 7607].
ILB.3.3.7.3.4.2 ESPECTROSCOPIAS DE
LUMINISCENCIA
Las espectroscopias de luminiscencia molecular, en sus vertientes de fluorimetrfa
y fasforimetrfa son t4cnicas de gran utilidad en Is investigaci6n de las camplejos da
inclusi6n, fundamantalmanta debida a su extrema sansibilidad. Esta caracter(stica las hace
apropiadas pars estudiar las cambios conformacionales qua sa producen en las mai6culas
al pasar del astada fundamental al excitada, as( coma para prafundizar en Is geametr(a da
las complejos de inclusi6n y detactar Ia existencia de dfmeros a mon6meros en el interior
de Ia cicladextrins, gracias al efecto compartimentalizador de 4stas en las solucianes
acuosas.
La detecci6n del camplejo puede establecersa en funci6n de los cambios espactralas
abservadas tanta en el aspectro da excitaci6n coma en el de emisi6n, en Ia majors a
incremento de Is intensidad de Ia luminiscencia, el rendimianta cu~ntico, las variacianas
en las tiempas de vida de las estados excitados, Is impasibilidad a majara en los pracesas
da formacidn de exc(maros, as( coma par las madificaciones cuantitativas acaecidas en las
pracasos de amortigusci6n de fluorescencia y transferencia de energ(a.
Si bien el empleo de ciclodextrinas ha permitida observsr fasfarescencia a
temparstura ambiente, Ia cual canlleva un cainbia cualitativo a cuantitativa inuy iinpartanta
[1984 L LII [1990 L LIII, Ia espectrafluoriinatr(a se utiliza can mayor fracuencia en a
detecci6n de cainplejas de inclusi6n, debida a su sensibilidad y mayor varsatilidad. par Ia
qua an general hablsremos de majors an Is fluarescencia y de detarminacianes
espectrafluarim4tricas, m~s que de aspactrafasfariinatrfa.
Las priineras avidenciss sabre Is utilidad da Is aspactrafluorimetr(s en Is datacci6n
da complejos con cicladextrinas se las debemos a Cramer [1967 JACS 14], qui~n abserv6
qua el ~cido 1 -anilino naftalena-8-sulfdnica, qua as una inal4cula fuarteinente fluarescente
en salvantas orgAnicas pera qua muestra s6lamente una d~bil fluarascencia an agua, sa
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vuelve significativamente fluarascanta en salucianes acuasas de cicladextrina. La a-CD,
aumenta dos vacas (a fluarascencia en soluci6n acuasa, miantras qua al efecta dela B-CD
as unas diez vanes mayor. De farina an~loga, las darivadas dansiladas abtanidos an La
reacci6n can aininoAcidas, catecolaminas y p~ptidos presentan una d~bil fluarescencia en
media acuasa; par ella antes da su determinaci6n puedan transferirsa a un media apolar
en at cual prasentan una fluorescencia mayor. Sin embargo se ha absarvada qua Ia
fluarescencia de las dansil derivadas en agua puede incramentarse carca da un orden de
inagnitud gracias a a adici6n de B-CD [1973 BBRC 666].
Las bimanas sa amplean coma reactivos fluorog4nicas para marcar prate(nas a
trav~s da sus grupas tial. Estos cainpuestas presentan una d6bil fluarescencia en soluci6n
acuosa y Ia adici6n de B-CD increments Ia intansidad de emisi6n fluorescanta entre un 4%
y un 25%, sin apreciarsa madificacianes an al perfil da las espactros de axcitaci6n y
einisi6n fluorescentes da las darivados estudiadas 11989 AL 1567].
Las darivadas de los ~cidas anilina naftalenasulf6nica (ANS) y taluidino
naftalanasulf6nica (TNS) exhiban coma ya hemos cainantada, una fluarascancia inuy
sensible a Las cambios de palaridad del entarno y par ella se han empleada a inenuda coma
inarcadares fluorescantas axtrfnsacas de prata(nas. Catena y Bright [1989 AC 905] han
estudiada Is influencia de las factaras ast~ricos sabre Ia farinaci6n de los camplejos de
inclusidn con B-CD. Las medidas da fluarescencia son muy Utilas pars al c~lcula de as
canstantes da equilibria madiante el tratamianta del “dable rec(praca”. El 2,6-TNS farina
complejas de inclusi6n tanto da tipa 1:1 coma 2:1 [1980 PJ 291 [1988 JPC 3582], a
diferencia da atras an~lagas qua Unicamente dan lugar a Ia farmacidn da cainplejas 1:1.
Pareca sar qua Is presencis del sustituyenta matilico as un factor dave para qua Is
astaquiametr(a del campleja sea 2:1.
Medianta el amplea da este misma marcadar de fluarescencia, al 2,6-TNS, se ha
padida establacer qua Is majors en Is intensidad da fluorescencis as mucho mayor an el
casa de polfmaras derivadas de cicladaxtrina (pali-B-ciclodextrina as( coma acriloiI-B-CD),
qua praparcianan incrementos en Ia intensidad de fluarescencia mucha insyares 11977 M
676] qua Is prapia B-CD.
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El pireno as atro campuasta utilizada coma inarcadar fluarescante, dabida a qua las
varisciones en las posiciones relativas a intensidad da las bandas danaminadas I y Ill del
aspactra de emisi6n fluarescante permitan distinguir variacianes en Is palaridad del media.
Asimisma el pirena, par ser un hidrocarbura aram~tica paticfclica, farina axc(maros can
gran facilidad an salventas polaras yen concentracianes supariores a 10~-i& M. Debida
a estas peculiaridadas y a su notable fluarescancia nativa, se utiliza para el estudia y Ia
explaracidn da las regiones da distinta palaridad de micalas, polfinaras, agregadas
caloidalas y tsinbi~n cicladextrinas.
As( pues, al cambia en Is ralacidn de intansidadas de las bandas I y lit del espectra
de amisi6n, corrobara Is farmsci6n del cainpleja do inclusi6n antre el pirano y Ia B-CD y las
snAlogas dimatil-B-CD y trimetil-B-CD. Si bian las constantes de ssociaci6n son insyaras
en al casa da las derivadas inatiladas, en al casa da Is B-CD puaden coexistir cainplejas
can distinta estaquiometrfa: P/CD y P/CD2 principalmenta, paro tsmbi~n P2/CD y P2/CD2
[1987 CPL 535].
El incromanto en Ia fluoroscencia del pirena as debida, coma an al case de muchqs
atros fluar6foras, at efacto da salubilizacidn y compartimentalizacidn qua ejercen las
cicladextrinas, protagianda a las espacias en astada excitada de los pasibles
amortiguadores presentas en el media. Na obstanta y a pasar de Is inclusidn, a
fluarascancia del pirena es sensible ala presencia de amartiguadaras 11985 AC 5691, antra
alias el 02, a concentracianes de B-CD iguales a inferiares a iO~ M. Si se camparan los
complejos con a-, B- y y-CD y a! afacta del 02 a distintas temperaturas, sa abserva quo el
fendmena da sinartiguaci6n as mucha mayor en el casa da Ia v-CD. Estas abservacianas
sa explican teniando en cuanta dos supuestas: priinero, qua a cancentracionas bajas da
ciclodextrina Is concentraci6n da pirena qua queda en satuci6n sin incluir as to
suficientemente elavada coma pars experimentar fen6manas de “quenching” par el 02 y
segundo, qua las constantes de Stern-Volmer son insyaras en al caso de Ia y-CD, as decir
qua a medida qua aumanta el tainaho da Ia cavidad, las pasibles “quanchars’ puedan
introducirsa en Ia cavidad a intaraccianar can el pirena en estado excitada [1986 JPC
19631.
Analizanda las distintas estaquiametr(as de las cainplajos da inclusidn entra las
ciclodextrinas y al pirena, se han dirigido astudios hacia las procesos da forinaci6n de
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excfmaras. Asf, las cambios espectrales observados, sugieran que Ia v-CD forms complajas
2:1 y 2:2 (pirana/cicladextrina) despu6sdetsformsci6n da un camplaja 1:1. La existancis
de dos mol&ulss de pirana en el interior de Is cavidad da Ia y-CD perinite abservar La
emisi6n del exc(mera [1923 JCSPT 1031], miantras qua Is B-CD farina camplejas de
astequiametr(s 1:1, no observ~ndasa Ia einisi6n del axc(mera. La adici6n da a- y B-CD no
supona una mejora apreciable an Is emisi6n del axcfmara. Par tanto, caba asperar qua an
estos casos s6Ia se incluya uns mal&ula de pirena par cada mal~cula da cicladextrina
[1982 CPL 321].
En astudios sabre Ia formaci6n de complejos ternarias con cicladaxtrinas, al pirena
sa ha ensayada coma marcadar fluorescente pars axplarar Ia palaridad de los complejas
ternarios can distintas slcahalas 11988 ACA 251]. La hidrafobicidad del microantorno
puade caracterizarse par a relsci6n antre (as intensidades da amisi6n de las bandas I y II.
De todas las alcahales estudiados, el terc-butanol as el qua proparcians uns mejora
significativa en Ia intensidad de fluorascancis. Las dislquil aminobenzanitriios [1984 PP
597] san campuastas qua han sida propuestas pars al estudia de Is micrapolaridad de (as
ciclodaxtrinas, debido a los notables cambios qua presantan an Is emisi6n, coma
cansacuancia da las variaciones an is polaridad del media.
La farmsci6n de axc(maras pars al a-nsftilscatato s6dico ayuda a distinguir los
complajas farmadas par este compuesta y distintas cicladaxtrinas. As(, Ia u-CD no afacta
ni a La bands de emisi6n del man6inaro ni a Is del excfmera. La B-CD incrementa a
intensidad de emisi6n del man6mero pera no afacta a Is bands del excfmara, miantras qua
Is v-CD increments las intensidades da amisi6n de ambas bandas [1980 JCSCC 921].
Debida a Is existencia de especias excitadas muy sensibles al entarna, as par Ia qua
Is fluarimatr(a puade emplearse pars seguir las pracesas da disociaci6n ~cida-bssaen
astada excitada de mai4culss fluarascentes. As( par ejempia, sa saba qua el 1-nsftoi
forms con Is N(PJ’-farmil-L-fanilalanina)-B-CD, una (1-CD madificada, complejos da
estaquiametr(a 2:1 (CD/naftol). En susencis de CD se produce Is disociaci6n daIs mol~cula
an estado excitada y esta espacie emite a 470 nin, mientras qua con Is farmaci6n del
complajo no se produce Ia disociaci6n dal naftal an astada axcitado, ya qua sa puede
spreciar Is sparici6n de Is aspecie emisars a 355 nm pars tada Is gains de pH 11991
JCSCC 929].
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Las cumarinas son campuastas fluorascentas cuya amisidn es muy sensible a Is
variaci6n de pH y a Is palaridad del antarno. La axistencia da dos tipas de camplajos en
al casa da Is cumarins 540 A puade confirmarse gracias a Is extramada sansibilidad da Ia
fluarimatr(a 11985 JPC 2432]. Coma pueda abservarsa an Ia FIGURA 30, anal “camplajo
normal” originada can B-CD, Is mayor parta de Is mol4cula de cumarina sa halla incluida
en Is B-CD. Adamds este complaja se estabiliza par Ia farmaci6n de puantas de hidr6geno,
par Ia qua sa abserva una notable mejors an Is intansidad da emisi6n fluarascante,
mientras qua an at “campleja invartido”, uns gran parta de Is mal6culs queda an Is fasa
acuasa axterna y results ser un compleja menas astabla, par Ia qua sa absarva un marcada
fan6mano da amortiguaci6n da Ia fluarascancia an presancia de 12-CD.
En Ia FIGURA 31 sa puadan spreciar las dos posiblas farmas de inclusi6n del metil
salicilata en al caso do Is a- y Is B-CD [1984 PP 1851. La espectrafluorimetrfa parmite
alucidar estas posibles formas de inclusidn dabido a qua Is amisi6n del metil salicilata
difiere segUn qua a! OH fen6lica se ancuantre farmando parte a no da un puenta de
hidr6geno. En al casa de Is a-CD, dande no as pasible Is formsci6n del puanta de
hidr6gena, Is emisi6n qua sa obsarva as Is misma que en el agus.
La formaci6n de excfmaros pars los derivados de 1 ,3-di-1 -naftil propanona en
presoncis da cicladextrinas, permite pastular Is existencia de dos pasibles canformacianes
“exa” y “enda” anal interior daIs cavidad da faa-CD 11982 PP 3251 tal y coma se puada
spreciar an Is FIGURA 32.
La fasforescencia sensibilizada del biscetila se puede abservar an presencia da
distiritas ciclodaxtrinas, a-, II-, y v-CD siendo detarminadas hidracarburos sramAticas
policfclicas, coma naftalana, crisana y trifanilano, las qua actUan coma donadaras an el
pracesa de transfarancia de anergia tripleta-triplate. Pars qua se praduzca esta fen6mena
es nacesarlo qua tanta a! donador coma a! aceptor sa incluysn en Is cavidad de las
cicladextrinas. En el caso del naftaleno se produce sensibilizsci6n pars las tras tipos da
cicladaxtrinas ampleadas. Sin embargo, el criseno y el trifanileno, al sar moldculas da
mayor tamatNo, s6lo inducen Ia fast orescencis del biacatila anal casa da Is v-CD [1985 Ta
665].
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La a-, B- y v-CD forman camplejas can difenilfosfata; las madificaciones en Ia
amisi6n fluorescenta da asts mol~culs panen de manifiesta qua un s6lo grupa fenilo antra
en las cavidades da a- yB-CD, mientras qua an Ia cavidad da Is v-CD puadan antrar los dos
grupos fasfata. La estequiamatr(a de los camplajas as an tadas las casas 1:1 [1986 BCSJ
2979].
11.8.3.3.7.3.4.3 DICROISMO CIRCULAR
El dicroismo circular permite Is detecci6n da complains de inclusi6n con
cicladextrinas an saluci6n acuasa. Cuanda una mal6cula hu4sped squiral sa incluye en Is
cavidad de Is cicladextrina, se puede apreciar un afacta Cotton inducido an las
praximidadas de los mAximas da absarci6n coma consecuancis del fen6meno de inclusi6n.
En atras palabras, Ia formsci6n del compleja da inclusi6n induce actividad 6ptica an
compuestas qua no Is posean 11975 BCSJ 375], an parta dabida a! procesa de inclusidn
an sf mismo y an parte debida a los cambios conformacionales qua sa producen an Is
cavidad da Is ciclodaxtrins [1970 JCS 877]. El signo de Ia actividad rotataria ala que as
Ia mismo del afacta Cotton inducida, depende de Ia relaci6n espacial entre al cantro da
simatrfs y a! cram6foro perturbado. La intensidad del efacta dapande sin embargo da Is
rigidez del camplaja tornado.
Harsta [1975 BCSJ 375] propane, de acuarda can estudios tedricas, qua squallas
transicianas con un momenta dipalar al4ctrico paralela al eje da Is cicladaxtrina presentan
un efecta Cotton pasitivo, miantras que las transicianes con un momenta dipolar
perpendicular al aje daIs ciclodaxtrina originan un efacto Cotton nagativa. En concordancis
can estas supuestas, Uekams y cal. [1978 CL 703] han demastrada qua Ia talbutamida
produce un camplajo can afacta Cotton nagativo an al casa da Is a-CD, miantras qua con
Is B-CD at efecto as pasitivo.
Coma ya hamas dicha, muchas autores cansideran asta t4cnics coma Is mAs
aprapiada pars invastigar camplajas da inclusi6n. Asf, sagUn Trisnadi [1974 CPS 222], al
efecta Cotton solamente sa observa cuanda las mol4culas ast~n realmanta incluidas an Is
cavidad da Ia cicladextrina. Par ella sa ha ampleada coma prueba de confirmacidn en
astudios da camplejaci6n can ciclodaxtrinas.
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Diversas derivadas de fenatiazina forman camplejas de inclusi6n can B-CD [1975
CPB 188]. Los estudias de dicroisma circular ravelan qua Is orientsci6n del snillo da
fanotiazins as el misma an tadas las darivados estudiadas, ya qua en todos las casos Ia
intansidad del efacta en Is bands da manor langitud de anda as mayor qua en Is bands qua
aparace a menar enarg(a (FIGURA 33). Sin embargo las fenotiazinas N-sustituidas generan
efactos positivas y negativos en las distintas bandas, Ia qua implica un inacsnisino da
inclusi6n in~s camplicado (FIGURA 34).
Se saba qua diversas antiinflainstorios darivadas del Acida flufendmica [1975 CPB
201] farinan cainplejos da inclusidn con B-CD gracias a las bandas da sbsarcidn
observadas madiante dicroisina circular. Cada una de los derivados astudiadas pasee
distinto antorno asiin4trico en Is B-CD. Mientras unas prasantan afacta Cotton pasitiva,
otros Ia presantan negativo a bian una mazda da ainbos, Ia qua implics pars cads una da
las mal~culas, una distints ariantacidn con raspecto al aja de Ia cicladextrinas. Estos
mismos autares [1976 CPS 11461 Ilagan a conclusianes samejantes einpleanda dicroisina
circular an el estudia da las camplajos da derivados de ~cida barbitUrico con a- y B-CD,
Ilegando a Is conclusi6n de qua Ia a-CD as demasiada pequalia pars permitir Is inclusi6n
total del compuasta.
Si sa comparan los efactas Cotton inducidos pars a- y B-CD en una sane da
complejos forinados can ~cido cin~mico y snAlogos [1975 OPS 1421], sa puada apreciar
qua en todos los casas al efecta as pasitivo, Ia cual supona uns inisma oriantaci6n en Is
cavidad. Sin embargo, Ia magnitud del fen6meno vari’a de farina inuy spraciabla segUn se
trata de is6maros ds a trans y del tipa da cicladextrina.
Yainaguchi y Ninamiys [1981 SpA 119] han seguida Is formaci6n da camplejas da
inclusi6n de fluorano, carbazol, dibenzofurano y dibenzotiofana mediante dicroisma
circular. Suponienda qua estas campuestos no pueden farmer cainplajos acuatorisles con
B-CD an funci6n del tamaflo daIs CD y de estas mal6culas, cabe esparar qua Is orientaci6n
de las cromdfaros sea en todas las casas paralals sI eje de Is CD y par tanto el efecta
Cotton observada debarfa ser positivo. Esto suceda pars tadas las bandas de sbsarci6n an
al fluorano, para an el rasta de los campuastas astudiadas las bandas qua carrespanderi’an
a longitudes de onda insyares presentan un afecta Cotton negativa da baja intensidad, Ia
cual revels una distinta arientacidn de astas crom6foros can respacta al eje de Ia
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cicladaxtrina. Sin embargo se considers qua el dicraismo circular no da informaci6n
suficianta sabre Is arientaci6n de estas transicionas.
En al caso de inol6culas cuyo tama~o as pequeiTh con raspacta a Is cavidad da Is
(1-CD, coma es el nasa da los derivadas monasustituidos da bencana [1979 6CSJ 2678],
se pueda pensar en Is existencis de dos pasiblas arientaciones en Is cavidad da Is
ciclodextrina, uns paralals al aje de ~sta y atra perpendicular. Las ostudios de dicraismo
circular inducido inuastran Is axistencis tanta de transiciones can efacta Cotton positivo,
coma can efacta Cotton negativo. Si Is oriantaci6n fuese paralela deberfa abservarsa
efacta Cotton positiva. Este compartamiento, qua as concardante can los c~lculas
te6ricos, se explics tenienda an cuenta que deterininadas transicianes est~n polarizadas
a Ia argo del oje de Is ciclodextrina, Ia que da lugar a un signa pasitivo, mientras qua otras
muestran este efecto, pero con respecto al eje pequerio de Is ciclodextrina, Ia qua da lugar
a un afecta negativo
En un estudia posterior de los autaras antas inencianadas sabre una sane de
denivados banc~nicas o-,m- yp-disustituidos 11981 BCSJ 513], sa deduce da las estudids
de dicraismo circular qua los o- y m-derivados no pueden agruparse en inciusidn axial a
ecuatorial da forms inequivacs. Da asts farms, Is arientaci6n da Is mol6culs an Is cavidad
puede deducirse con exactitud sdla cuando sa conoca Is diraccidn del momenta dipalar
al4ctrico de transici6n.
Dos is6maros 6pticamenta inactivos, el 5-inataxipsorsleno y al 8-inetoxipsoralana,
muestran distinta afinidad par Is B-CD, sianda mucho mayor an al casa del 5-metaxi
derivado. En este nasa se pueda demostrar Is axistencis de un vardadero cainplaja da
inclusi6n pars asta campuesto, ya quo induce dicroismo circular can efecta Cotton
pasitivo, mientras qua al 8-metaxipsoraleno no as capaz da provocar tal fen6mena [1988
JPP6 455].
La existencia de DC se ha podida damostrar tambi4n pars atras ciclodextrinas
modificadas coma Is 2,6-diinetil-B-CD y Is B-CD polimerizads an el caso de ciartas
mol4culas hu6spedes aramAticas 11982 ACASH 327].
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En resumen, cuando una inal6culs squiral sa incorpara al interior daIs ciclodaxtrins,
sa modifica Is actividad dptica asociada a detarminadas transiciones da las grupos
crom6faros, debida a Is excitsci6n asim6trics da los electranas del crain6fora coma
consecuancia da Is interaccidn can los grupas hidraxila de Is cicladaxtrina. Tado ella
constituya uns de las pruabas mAs fiables para damostrar Is axistencia de un vardadara
cainplejo da inclusidn.
11.6.3.3.7.3.4.4 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR
La espectrascapia de rasanancia insgn~tica nuclear (RMN) praporcions informaci6n
inuy valiass acarca de Is forinscidn da complajas da inclusi6n con ciclodextrinas dabida
a que el astudia da as aspectros de RMN perinite asclsrecar las relaciones geomitricas y
Ia disposici6n de Is malicula huispad an al interior da Is cavidad de las ciclodextrinas, as(
coma las csractarfsticas dinimicas da as complajos an salucidn acuass, a partir de las
variaciones en el valor del desplazainianto qufinico y de las constantes da acoplainiento.
Asiinisma. Is introduccidn de nuevas t6cnicas NOE (Nuclear Overhauser Effect) y las
inadidas da tiampas da relajacidn, facilitan el astudia de estos cainplejos.
Aunque sa puaden realizar distintos tipos da RMN, las mis difundidas son las da
5N, 1H y 1t. La 1H-RMN perinite Ia obtenci6n da aspectras en soluci6n acuass dautarada.
Puesto qua Is mayar(s de las complejas can cicladaxtrinas se estudian an agus, as par
tanto Is mis ampliamenta difundida. Sin embargo, par regis general los camplejos can
cicladextrina presentan una salubilidad an D
20 muy baja, Ia que dificulta Ia obtanci6n de
los inismos al tener que trabajar a bajas concentraciones de ciclodaxtrina. Par el contraria,
Is ‘
2C-RMN permite Is obtancidn de los espectros en agus donde Is solubilidad as mayor,
pera dada qua as inenos sensible necesitan amplearsa cancentracianes mis elevadas de
ciclodextrina y compleja.
El amplea da atras salventes orginicos deuterados puede alterar y descoinpanar el
camplajo. El DM50 a al dioxano parecan ser as solventes mis apropiadas pars Is
obtencidn de (as espectros dabido a su alevada palaridad, a Is vez que cantribuyan a
mantenar Ia astabilidad del cainplejo.
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La datecci6n da complejas da inclusi6n inadiante asta t4cnica sa basa an las
variacianes an el valor del desolazamiento aufinica da los oratonas 6, ya sea da Is
cicladextrina, ya sea de Is mol~cuIa incluida.
Debido a Is canformsci6n “sills” qua adoptan las unidadas de glucasa an Is
ciclodaxtrins, los ~tamas da H corraspandiantes a los carbanos 3 y 5 de Is cicladaxtrina
(H3 y H5) se sitUan orientados hacia el interior da Is cavidad, mientras qua los H1, H2, H4
y H6 se localizan hacia a! exterior, tal y coma sa aprecia de forms esquain~tica an Is
FIGURA 35. Cuando Is mol~culs hu6sped se acainads an al interior da Is cavidad da Is
ciclodextrina, da alguna manera interacciona can ella y perturba al entorna de sus
hidr6genos. Esta sa manif jests en un cambia anal valor del desplazamianta qu(mica hacia
campos inns altos (valares m~s bajos da 6) en los protonas localizados hacia el interior da
Is cavidad. Par al cantraria los protanas H1, H2, 4 y H6 muestran un dasplazainiento
marginal. El efecto de “protacci6n snisatr6pica”, asf coma el efacto “inicrasolvante” a Ia
qua as Ia mismo, el aumento de Is hidrofobicidad de Is cavidad da Is cicladextrina debido
a Is inclusi6n qua conileva el dasplazamianta de las inaldculss, explica Is variacidn dal
desplazainianta qui’mico a campas m~s altos.
Kainiyama y cal. [1980 CL 1471] estudiaron Is inclusidn da diversos derivados
arom4ticos, entra alias al hcido benzoica, consideranda el efacta de pratecci6n snisotr6pica
de los H3 y H5. SegUn sus cilculos, ambos protones se deplazan a campas inAs altos
cuando Is inal4cula astd incluids de farms campleta, mientras qua s6lo sa dasplaza al
protdn H3 si sa incluye de una farms parcial.
Thskksr y Demarca [1971 JPS 652] estudiaron Is inclusi6n de distintas barbitUricas,
ralacionanda las constantes de astabilidad del camplaja can las valoras de desplazainianta
qu(mico del prot6n H5. El desplazainianta 6H5 as desprecisbie, Ia qua las permita supanar
qua La inol~cula penetra a trav4s de las hidroxilos primarias, siendo el snillo aramAtico al
qua penatra; paro Ia inclusi6n no as tan prafunda coma si sa tratase sdla de una inol4culs
aram~tica [1970 JCSCC 2]. Asimisina el ajusta da Ia cicladextrina a inol~culss can
cadanas slifhticas parece ser bastante d~bil, ya qua las constantes de formaci6n y Las
varisciones an el valor del desplazamianto qu(inico as( Ia demuastran.
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Otagiri y cal. han astudiada las csracter(sticas de inclusi6n da distintas cainplejos
par H-RMN. Asf, ciertas fanotiazinas [1975 CPB 188] provacan dasplazamiantos an H5
y H3, al misina tiampo qua un ansachainiento an H1, H2 y H4, Ia qua las parmita afirinar qua
si bien el anillo aramAtico queda en el interior de Is cavidad, Is asociaci6n tiana lugar al
inenas tambi6n parcialinenta de forms axtarna. Ciartas darivados del ~cido flufen~mica
11975 CPB 201] pravacan desplazamientas siinilaras an las safialas de las protonas H5 y
H3, con un ensanchamiento inuy spraciabla a madida qua sa incramanta Is cancantraci6n
da ~cidoflufen~mica con respacto a Is concantracidn de cicladaxtrina. Sin embargo, dada
qua as dasplazamientas son inuy paquafias, puede pansarsa an qua las puantes da
hidr6gana con las grupos -OH da las cicladaxtrinas juagan un papal inuy ralavanta an a!
procasa de asociaci6n. Sus astudios sabre barbitUricos [1976 CPB 1146] san concordantes
can los da Thakksr. Sin embargo Otagiri propane qua tanta el anillo arain~tico coma al
heterocfclico sa incluyen anal interior de Is ciclodextrina, quedanda en a! exterior el grupa
carbonflica. Pars el caso del Acida cin~inico y anAlagos [1975 CPB 14211 an al qua sa
abserva Is farinaci6n da cainplejos 2:1 (cicladextrina/~cida cin~mico), las variacianas en
el valor del desplazamienta qufmico de las pratonas H5 y H3 a campos in~s altos perinitan
afirmar qua al anillo aramAtica as al qua se incluya en Is cavidad.
Wood y cal. 11977 JACS 1735] han estudiada Is inclusi6n de Is p-yadoanilina y el
p-nitrofanol a distintas pH madianta resonancia prot6nics. Los cambios an an al valor da
6 pars los H5, H3 y H6 y Is susancis da variscionas an las H1, H2 y H4 las ha Ilavado a
proponar qua tanta en el casa de Is forms onizads coma an el da Is no lanizads, al anillo
aram~tica as el qua quada incluida an el interior da Is cavidad.
La varisci6n en al valor del dasplazamianta qu(mica con respecta a Ia concentraci6n
da sustrata haca pasibla el cAlculo de las constantes da disaciaci6n de los camplajas
forinadas antre a-CD y las ones p-nitrofanalsto (3’7x104 M), 2,6-dimatil-4-nitrafenolsto(1~96x10A M) y 3-inetil-4-nitrafenolata (3’5x102 M), anlaz~ndose mAs d6bilmante las
farmas no disociadas qua las disaciadas 11977 JACS 5146].
La aspiranalactona farina un camplajo can Is B-CD cuya existancia sa damuastra
par las dasplazamientos a campos m~s altos de las sefialas de los protanes H
5 y H3 11989
CaR 313]. Un razonamianto anAlaga permita varificar Is farinaci6n de complejas de
inclusi6n entre B-CD v campuastas quirales coma (+), (-) y (±)mental 11988 JO 175].
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13C-RMN
La rasanancia de carbana 13 tiena Is gran ventaja de padarsa realizar en agus
directamenta. Sin embargo dads su baja sensibilidad sa raquieran concentracianes da
camplaja inuy alavadas. En las Ultiinas afias Is jntroducci6n da aquipas instrumantales de
gran patencis, sat coma el amplea da t6cnicas do rasoluci6n temporal, han parinitido
saslsyar estos prablamas.
Dada qua an cads unidad da glucosa sdlo hay seis carbanos, el espectro de
13C-RMN da las ciclodextrinas as mucha m~s sencilla qua at da 1H-RMN. La inclusi6n sa
astablace par las variscianes anal valor dod praducidas coma consacuencia daIs inclusidn
de los carbonos carrespondiantes a Is moldculs hu~sped. En esta Ultimo caso al cambia an
at valor de los dasplazamiantas qutmicos da Is inal4cula hu4sped sa debe a Is varisci6n del
microantarno el4ctrico da Ia mol4cula coma consacuencia del pracesa do inclusi6n.
Ash Inane 11985 JACS 2319] considers al fen6meno de inclusjdn de divarsas
derivadas de bencona, 4cida banzoico y p-hidroxibenzaica entre atras, coma un cainbia
en Is polaridad del microantarno al ser transfarida Ia moldcula dasda Is fasa acuasa a Ia a-
CD y ralaciana los cambios en las valaras de 6 tras Is farmacidn del cainplejo con las
variacianas en el valor da 6 al variar Is polaridad del salvente. Asimismo estas variacianas
parmiten detarininar Is gaainatr(s da los camplajos da inclusidn farinados.
En un astudia posterior sobre compuestos an~Iogos [1985 CaR 121, permitieron
damostrar qua a medida qua sa favoraca Is complejacidn da p-nitrofanal con B-CD, las
seflales carrespandientes al derivada banc6nico se van ensachando, Ilagando
prActicamente a desaparecar dabida a Ia inciusj6n.
Kamiyana a Hirsi [1981 6CSJ 828] estudiando darivados da bancena y las
caractarfaticas de Los complejos da ~stos con a-CD, relacionaran La variaci6n del valor da
6 can Is capacidad da panatrsci6n de astas mol~culas en Is cavidad.
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11.6.3.3.7.3.4.5 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA
DE ESPIN ELECTRONICO
Esta t~cnica rasulta da gran utilidad para at astudia da las prapiadadas de un gran
nUinera da complajos en soluci6n. Sin embargo presents el inconvaniente de qua las
mal~culss quo se estudian deben sar parsmagn~ticas (genaralinente radicalas libras) a bien
hallarse inarcadas can “inarcadares da espi’n’. No abstanta, puesto qua las cicladaxtrinas
tienen una gran utitidad en cat~lisis, se ban utitizado pars detectar Is presencia de ciertos
radicalas libras qua se farman anal curso de estas reaccianes [1979 JACS 4337] [1984
JPC 3163]. Las constantes de acaplainiento hiperfino son inuy sensiblas alas cambios en
Is polaridad del entorno, por Ia qua su vsriaci6n puede utilizarsa igualmante pars detactar
el procesa da inclusi6n. Ask cuanda el 2,2,5,5-tatrainetil-3-csrbainidapirrolodina-1-oxil sa
incluye en Is B-CD, Is constanta da acoplamiento desciande da 1 6’51 gauss a 1 5’80
gauss, de forms semejanta a Is variaci6n quo axparimantarfa asta inal~cula si sa
transfiriasa do un solvonte m~s polar a otra inanos polar [1979 BioC 211].
11.6.3.3.7.3.4.6 POTENCIDMETRIA
Las canstantes de disocisci6n de ~cidas y bases arg~nicos var(an dabido a Ia
inclusi6n an Ia cavidad apalar do las cicladextrinas. La vsrisci6n an al valor del pK~ con Is
cancantraci6n de cicladaxtrina (FIGURA 36) puede emplearsa an ciertas casas pars at
c~lculo de las constantas de astabilidad de los complejas. La vsriaci6n anal PKa constituye
par tanta una forms tJtil da detectar Is formaci6n del camplajo 11982 JPS 217].
En general, al praceso de inclusi6n conduce a un incrainanto an el valor del plC~ da
las ~cidos, inientras qua disminuye pars las campuestas b~sicos. Dada Is hidrofobicidad
da Is cavidad, norinalmente se favoreca Is inclusi6n de las farmas no anizadas, tanto da
Acidos coma de bases. As( pues, en el caso de un Acido d~biI se producirA un incremento
en el valor del PIt dabido a qua an el compleja farinada Is farms no onizada as m~s
estable qua Is onizads. Sin embargo, en muchos casos Is formsci6n del complaja abadaca
a razones astructurales y puade ocurrir qua las farmas anizadas sean inns estables pars
Is farinaci6n del camplejo, Ia qua da luger a un doscanso on al valor del pIt.
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Este hacho se presents de farina clara an al casa da las fenolas. En cancreto, a!
valor del PKa de lasp-nitrafenales [1976 JPS 379] desciende con Is formsci6n del camplaja
Ia qua implica qua Ia forms jonizada se ye favoracids an el casa da Is inclusidn. Este
comportamiento as a! cantraria a! qua sa obsarva an los Acidos carboxflicas y Connors
11983 JPS 1333] Ia explics an su estudia sabre nueva darivados fen6licas p-sustituidos
diciendo qua el efacta da Is deslacalizaci6n de Ia carga conduce a Ia inclusi6n en el casa
da Is forms anizada. Asimisina, considers qua Is densidad electrdnica sabre al
p-sustituyante as mayor en el ani6n qua en Is farina neutra, La cual explica qua las
canstantes de estabilidad de los complejos sean inayares an las aniones qua an las farinas
neutras.
Par el cantraria, los ~cidascarbaxilicas inuastran un incrementa en al valor del pK~
can at procesa de inclusidn [1979 BioC 2631 [1980 BloC 4501 [1982 JPS 2171, coma
ocurre par ajemplo con los darivados da adamantano carboxilico, pars las qua sa puadan
apreciar incremantas anal valor del PKa comprandidas antra 1 y 2’S unidades. Adem~s las
canstantes da estabilidad son sansiblemante superiares a pH Acida qua a pH alcalino 11989
JACS 6765]. Un cainpartainianto semejanta sa observe an el grupa carbaxilica de las
prostaglandinas 11978 CPB 1195] a del tcido cinAmica y derivadas 11980 JPS 1731, as(
coma pars el grupo amino da las barbitUricas 11976 CP8 1155] pars a! qua se demuastra
Is inhibici6n de Is protanaci6n tras Is formscidn del camplajo. La influencis del pH sabre
el equilibria de complejaci6n, en al caso da distintas solventas orgAnicas (atanal,
2-prapanal, dioxana, DMSO, fanol) se ha podido astablacar tambi~n inadianta in~tadas
potanciam~tricos [1982 JACS 62831.
11.8.3.3.7.3.4.7 METODOS VOLTAMETRICOS
Los m4tadas voltam~tricos son Utilas pars varificar Ia inclusi6n da sustancias
elactroactivas an al interior da Is cavidad da las cicladaxtrinas, ya qua Is farinaci6n da
complejas canliava Ia modificaci6n de las potanciales redax de los sustratas qua sa van a
incluir. En cansacuancia. las dasplazamientas anal patancial da semianda an prasencia de
ciclodaxtrinas sa han utilizado pars demastrar Is inclusi6n, anal casa de nitrofenales [1977
H 1833] y clorpromazina [1984 CPB 839] antra otras. Algunos autaras 11982 L XXXIVbI
han astudiada Is difarencia de comportamianta frenta al ox(gana da Is a- y Is (1-CD. La
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B-CD as unas veinta vecas m~s afactiva qua Ia a-CD en hacer descender Is ands da
raducci6n del oxigona.
11.6.3.3.7.3.4.8 CONDUCTIMETRIA
La formaci6n de cainplejas da inclusidn de inaldculss onizablas puade estudiarsa
par conductimatrfa ya qua Is conductancie equivalente da las mol4culas hu~spad disminuya
con Is complejacidn, dabida al incramento en el diAinatro del ani6n. De asta farms so han
podido calcular las canstantes da astabilidad da los cainplejos de ones de gran tamafia,
coma al dodecilsulfato sddica y al bromuro da triinatilcatilamania can cicladaxtrinas [1976
JPC 2661] [1988 CJC 325].
11.8.3.3.7.3.4.9 CROMATOGRAFIA
La formaci6n da compLajas da inclusidn can cicLadextrinas saLubLas en La fase m6viL
qua sa amples an un pracaso de separscidn cromatogr~fics, altars los valoras del tiempa
de retanci6n a de R~. As( pues, cuando an cramatagraffa liquids se ar~adan ciclodaxtrinas
a Ia fase mdvii, las tiampas de ratencidn sa acortan, dapandiendo del valor da Ia constante
da ssociacidn del compleja [1977 JPS 706]. En consacuencia, astudiando Is varisci6n an
a! valor del tieinpo de ratancidn con raspacta a Is cancentracidn de ciclodextrins puade
caLcuLarse aL valor da Ia canstanta da asociaci6n de Las compLejas 11978 CL 661111978
CP6 3477]. La madificacidn da astos par~matros crainatagrificas se ha ampleada can
fines analftmcos [1988 JPPB 455111989 AC 422111991 AC 1018] [1991 AC 2924]. Esta
explica par qud los fandmanas do raparto sa vean modificadas coma cansecuancia de Is
variscidn de Is salubilidad da los camplajas con respecta a Is mal6culs no incluida.
LL.8.3.3.8 SELECTLVLDAD DE LOS COMPLEJOS DE LNCLUSLON CON
CICLODEXTRINAS
Las ciclodaxtrinas, al igusl qua los agragadas micelares, posean Is propiedad da
campartimentalizar u arganizar los inedios fluidos, englobando alas inoldculas anal interior
da Ia cavidad spalar a hidrafdbics y aislando da aste moda unas inaldculas de otras [1985
ACA 3] [1985 ACA 355]. En asta santido, las ciclodoxtrinas spartan ciartas ventajas sabre
las micelas, ya qua an al casa de las ciclodextrinas sa produce un reconocimianto
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aspec(fica (racanacimiento molecular) da Is mal4cula qua sa quiere incluir an al interior da
Is cavidad. En ambas casas las fuarzss canductaras pars Is orgsnizaci6n del media acuosa
son da naturaleza hidraf6bica y contribuyan a Ia salubilizaci6n de compuestas arg~nicos
insolublas a ddbilmenta solublas an agus, incorparhndalos a los madios acuosos y
perinitiendo as( Is cuantificaci6n de los mismos an agus.
Sin embargo, anal casa de las cicladaxtrinas, pars qua sa produzca Is organizaci6n,
asta as pars qua se farina al complejo da inclusidn, sdamAs da las interacciones
hidrof6bicss as imprascindibla qua se cuinplan una sane de raquenimientos gaoin~tricas y
estructurales. El tamafla fijo da dicha cavidad en las cicladextrinas, conduce a un
inacanisma da solubilizaci6n/inclusi6n, danda lugar a aspecies da estaquiometrfa dafinids.
Esta hecho candiciona una gran salectividad, da tal forms qua pueda darsa el casa de qua
un cainpuesta puada incluirsa an una cicladextrina y un an~lago astructuralmante
relacianado no pueda hacerlo.
As( par ajemplo, sa produce una complejaci6n selactiva de Is B-CD can naftaleno
y 1-fanilnaftalana qua parmite diferenciar ainbos campuestas en una mazda medianta
t~cnicas de luminiscancia 11983 SpA 1421] [1984 IL 60]. La B-CD as capaz de incluir a
inol~cula da naftalena, Ia cual tiane coma consacuencia al qua sa pueda absarvar Ia
einisi6n fosfarascente da esta compuesto. Sin embargo asta cicladextrina no incluya
favarablemanta al 1 -fanilnaftalano, Ia qua impida qua se observe Is fosforascencis,
puedi4ndase spreciar tinicamenta Is fluarascencia. Ambos campuastas se puadan
difaranciar ya qua las emisianes de fluarascencia y fasfarascencia ast~n saparadas
apraximadainente unas 100 nin en Is ragi6n espectral comprandids entra 300 y 700
nm.
Compuestos ralacionados astructuralmanta, esto as isdmeros, inuestran distinta
afinidad en al fen6inano de inclusi6n par Is a- y Ia B-CD, Ia qua sa reflaja en majaras
notables a par el cantraria apanas significativas an Ia luininiscancia tras Is farinaci6n del
camplejo da inclusi6n. Este as a! casa da los bifenilos paliclarados (PCBs), compuestos que
as nacesaria datarminar madianta t&nicas muy sansiblas dads su iinportancia coma
containinantas atmosf&icos (1981 AC 1183]. As( puas, mientras el bifenila se incluye
tatalinente tanta an Is a-CD coma an Is B-CD, al 4-clorobifanila Ia haca totalmante s6la en
el casa da Is B-CD y parcialinanta an Is a-CD, y al 4,4-diclarabifanilo se incluye tainbi~n
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en Is B-CD, pera no en Is a-CO. El estudia de estas campuestos se realiza inadianta Is
medida del incremanto an Is sefial da fluarascancis trss Is farmsci6n del complajo [1984
AC 331] [1985 EST 155].
El 5-matoxipsoralano y a! 8-metaxipsorsiana pueden diferanciarse asiinisina par su
distinta afinidad an Is farinaci6n del camplejo can B-CD. En al caso del 5-darivado sa
produce Is inclusidn, Ia cual sa dainuastra par un dasplazamianto hipsocr6mico del in~xiino
da fluarascancis a Is vez qua par una considerable majara en Ia intansidad de amisi6n. Par
al contraria, las csracter(sticas espectrofluarim4tricas del 8-metaxidarivada spenas se
inadifican. Par otra parta, se ha puasta de manifiasta Is aparici6n da dicroisino circular
inducido en las transiciones de absorci6n pars al 5-matoxipsoraleno pero no en a! caso
del 8-mataxipsoralano. Da todo ella se concluye qua a! 5-matoxipsaraleno sa incluya an
Is B-CD can una constanta da afinidad del ordan de 400 M’. Igualmente se madifican los
tiampos de retenci6n en HPLC pars ainbos compuastos, si bien en al casa del
5-matoxiderivado sa produce adam~s un incremanta an Is alturs del pica al auinantar Is
cancentrsci6n de ciclodextrina en Is fase m6vil. En rasuman, el 5-matoxipsaraleno muestra
una afinidad mucha mayor qua a! 8-mataxipsoralena par las medias hidrof6bicos, Ia cual
tiana importantes raparcusionas bialdgicas y farinacaidgicas y ella sa puede comprendar
a travis del estudlo de Is farinaci6n del campleja de inclusi6n [1988 JPP6 455].
La salectividad da las cicladextrinas pars scamodar an su interior inal~culas hu~sped
ralacionadas estructuralmanta y dar lugar a complejos de caractar(sticas difarentas (Ia qua
parmite Ia diferanciacidn de las mol4culas hu4sped) no s6la se roduce al casa da las
is6meras sina tambi~n al da las campuastas anizablas. SegUn ast~n anizadas a no las
moldculas, el inada de inclusi6n difiare, Ia qua reparcuta en las csracterfsticas
espactrosc6picas del compleja as( coma an los valaras da las canstantes da afinidad.
Tanto Is aspactroscopia de resonancis insgn4tics nuclear pratdnica coma de 13C
[1976 BloC 425] [1977 JACS 5146] han permitido el estudia del moda de inclusi6n del
p-nitrofenal as( coma da su ani6n carraspondiante (p-nitrofanolata) an el interior de Is
cavidad de lao-CD. Tanta Is farms onizada coma Ia no lanizada panatran en Is cavidad par
al extrama del grupo nitra penetranda asimisino el anillo aramAtico. No abstanta si sa
camparan las constantas da disociaci6n da los complejos farmados, se aprecis qua Is
astabilidad del complaja as unas cien vanes mayor an al nasa del p-nitrofanal qua pars su
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carraspandienta forms onizada. Esto sa axplics tanianda en cuanta qua al sni6n as inucho
m~s hidrosoluble. Asiinismo, si se campara una sane ham6logs da metil y diinetil derivados
de p-nitrafenol, se absarva qua Is introducci6n de grupos matila en las posicianas 2 y 6
debilits Is intaraccidn can Is a-CD, disminuyando al valor da las constantes de disaciaci6n
an un factor de apraxiinadamente 2’4. Sin embargo Ia intraducci6n de un inatilo en
pasici6n 3 produce una dr~stica disininuci6n de Is canstante de disaciaci6n (del orden de
cien vanes manor), inientras qua a sustituci6n de las pasicionas 1 y 5 inhiba
completainenta Is camplajacidn [1977 JACS 5146]. En consecuencia al impedimenta
est4rica en torno al grupa nitra juega un papal singular anal fan6mena de Is namplejaci6n.
Si sa comparan las canstantas da asociacidn da las forinas disaciada y no disaciads
del p-nitrafanol y lap-nitrosnilina [1988 JCSPT 543], se deduce qua las interaccianes in~s
fuertes se praducan anal nasa de loap-nitroderivadas qua canducan a complejos da mayor
estabilidad, siendo alp-nitrafanolata al compuasto pars al cual Is canstante de asociaci6n
as mayor. Da ella se deduce qua La existencia da formas resonantas qua contribuyen a Is
daslocalizacidn de las cargas y las interacciones par fuarzas de dispersidn de London son
las fantaras qua contribuyan a Is estabilizaci6n de los camplejos.
Eftink y ccl. 11989 JACS 6765] raslizaran un profundo estudia sabre las
caracterfsticas da los camplajos de innlusi6n can distintas derivadas da ~nidoscarboxilicos
(adamantana carbaxflica y bicicla-(2,2,2)-actsnacsrboxflico) non una misma astructura
base y distintas sustituyentas. Los astudios da desplazamianto aspectral, micranalarimatrfa
de fluja y determinaci6n patenciom6trina da las constantes de acidaz ponen do manifiesto
Is existancis de camplajas 1:1 can B-CD. Can a-CD se farman complejos 1:1 an al nasa
de las espacias anizadas y camplajas 2:1 a pH baja. La formani6n de cainplajas 2:1
transcurre par vfa cooparativa. El c~lcula da las canstantas de asociacidn a distintos
valoras da pH pars Is B-CD, reflaja una interacci6n in~s fuarte a pH baja qua a pH neutra
a alcalina, donde existan forinas carboxilato. Par otra parte, el tamaflo del hu~sped
modifica las constantes do disocisni6n en apraximadamente dos 6rdenes de magnitud. El
valor de K~ disminuye can al tamafia del hu6sped. La entalpfa y Is anerg(s libra dependan
mucha del tamafia del ~cidocarboxilica. Estos parAmatros puaden par ella einplearsa pars
estabiecar Ia inagnitud del afacto hidrofdbica y a intansidad da las fuarzss da Van dar
Wasls.
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Cramer y cal. [1967 JACS 14] observaran qua el 1-snilino-nsftalano-8-sulfansta
qua as una mol4culs fuertementa fluarescanta en disalvantes orginicas pero qua muestra
una d4bil fluorescancia en agus, se vuelva significativamenta fluarescente en solucionas
acuosas de ciclodextrina, del ordan de Is qua exhibe en etanol. La a-CD aumentaba urns
dos vanes Is fluorescencia en salucidn acuass, iniantras qua al afecta de Is B-CD fue unas
diez vanes mayor. Esta hecha se explica teniendo an cuanta qua Is cavidad de Ia u-CD as
damasiado pequefla coma pars englobar par completa al rasto naftalenasulfanata. Se han
observado incremantos en La intensidad de fluorascencia tras Is adici6n tie CD para atros
an~logas coma al 6-p-toluduinilnaftslano-2-sulfanata [1976 JB 393] y los darivadas
1 -dimetilaminonaftalano-5-sulfanil-dansilo [1973 BBRC 666].
Si se comparan las canstantes do asocisci6n pars las camplejas obtenidos antre
B-CD y una sane de derivadas de bancena (bencena, anilins, fanal, Acida benzoico y
ataxibencena) calculadas a partir da datas espectrofotam4tricos y espactrafluarim~tricas,
se doinuastra qua si bien Ia B-CD as napaz tie englabar a tados las darivados estudiados,
Ia afinidad de Is B-CD se increments spraximadamenta veinta vanes pars Is sane anilina,
N-inetilanilins, N,N-dimatilanilina y N,N-diatilanilina [1981 JPC 1820], parmitiando
distinguir unas aminas da otras graciss a las randiiniantas cuinticas da fluorascancia.
En un ostudia paralalo can una sane da derivadas del benceno [1979 BCSJ 2678],
an al qua se sigue al praceso tie complajani6n can B-CD madiante dicroismo circular
inducido, los complejas presentan uns estaquiametrfa 1:1 sienda Is anilina y el fenol las
qua prasentan una constante de formacidn in~s d~bil. En tadas las casas Is ariantaci6n da
Is mal4cula as paralela al aja da Is CD. En un estudia samajante tie derivadas da ~cida
1,4-bancano dicarbaxilica y hsl6gena danivados tie bencana [1984 JACS 7607],
campuestas tadas alias disustituidos an las pasiciones 1 y 4, sa farman complejos de
estaquiametr(a 2:1 y las mayares constantes do afinidad so absorvan an el casa del
lododerivado y tie Los sustituyentes tie car~cter ~cido. Asimismo, se abserva urn
carrelsci6n inversamente lineal entra los valares da las nanstantes tie afinidad del camplejo
y el tamaflo del haldgana. Las datos espactrofotam~tnicas y da solubilidad pariniten
analizar y astablecer qua los valores de las constantes da equilibria son al rasultado da
distintas influencias:
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- El afecta alactr6nica del enlace tie Is CD, sagUn Is naturaleza y Is posici6n del
sustituyanta.
- Un afacta tie rainplazainiento, qua as a! rasultada del desplazamianto da Ia primers
mol&uls tie CD cuando se enlaza a Is segunda mal6cula tie CD.
- La interscci6n CD-CD pars dar lugar a Is farmaci6n del campleja 2:1.
Las cicladextrinas inuestran uns alevada salectividad an Is formscidn tie los
complejas tie inclusi6n, no s6la con los is6ineros da pasici6n sina tainbi6n con isdmaros
6pticos par Ia qua puade afirinarsa qua presentan astereaselectividati. Ask Is farinsci6n
tie complejos con B-CD ha perinitida Ia separacidn, si bien can una baja aficacia (5%), del
(+) mental y al (-) mental [1987 TCC 21] [1988 JC 175] (FIGURA 37).
Debawski y cal. [1982 JC 303] [1983 JC 831 empleando a- y B-CD coma
inodificatiaras tie fasa m6vil en cromatagraf (a, lagran Is rasaluci6n tie uns mazda rsc~mica
tie ~cida inand4lico dabido a Is distinta afinidad tie Is CD par las distintas is6maros. Da
farms an~loga sa logra Is separsci6n tie una mazda rac4mics tie 1-12-(3-hidroxifanil)-1-
feniletil]-4-(3-matil-2-butanil) piparazina 11983 JC 276] a Is rasoluci6n tie los dansil
tiarivatias tie amina~cidas ananti6maras 11986 JC 409], gracias a Ia adicidn tie B-CD ala
fase in6vil y a Ia formsci6n tie los carrespandiantes complejos tie inclusi6n.
La astareaselectividad an Is formaci6n tie camplajos tie inclusi6n can B-CD, dabido
a Is existancia tie interaccionas quiralas, puada tiemastrarse tanta mediante
aspactrafluorimatri’s, tietarminando las rendimientos nudnticas, al tiampo tie vida y
“quenching” tie fluarescancia, coma par atra sane tie astudias fataf(sinas [1981 JACS
5480]. As( par ejeinpla, sa sprecian difaranciss inuy notables an al pracasa tie formaci6n
tie axc(inaros entra las ananti6meras y Is mezcla rsc~inica tie inatil ~starestierivadas tie
tript6fana, sUn an solucianas acuosas diluidas 11980 JACS 2923]. La inclusi6n da los
diastarais6ineros (-)-a-(1-naftil) etilamina y (+)-a-(1-naftil) atilamina en a-, B- y y-CD
presents csracterfsticss inuy diferentes. La discriminscidn tie los dissterois6maros se
rasliza a Ia vista da las distintas espactros tie amisi6n en presancia tie fl-CD, as( coma par
las distintos Pampas tie cards tie fluorascancia pars cads una tie los is6maros daspu4s da
Is farinaci6n del complajo 11984 JPC 2167].
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La astareosalactividad tie las CD viena establecitia par sus carscter(sticas qu(micas
coma sa observe can las cicladextrinas inadificadas, qua prasentan afactas tie
enantioselectividad, segUn los sustituyentes situatias en a) grupo hidraxilo del carbona. Ella
sa tieinuestra porqua las valacitiades tie hitir6lisis para ciertos sustratos varfan an prasencia
tie estas CD inadificadas 11987 JCSPT 1121]. Par estas razonas, las cicladaxtrinas puetien
ainplearse coma soportes en las fases astacionarias tie las calumnas tie HPLC a bian coma
aditivos en Is fase in6vil, facilitanda Is saparaci6n tie is6maros 6pticas, geaindtricas y
astructuralas [1984 JCSc 441] 11984 JIP 533111987 AC 84]. Este punto sa comantarA
m~s datalladainenta an el siguiente apartado.
11.6.3.3.9 APLICACIONES DE LASCICLODEXTRINAS. UTILIDADDE LOSCOMPLEJOS
DE INCLUSION
San mUltiples las aplicaciones qua al ampleo tie ciclodextrinas ha encontrada en Is
industria qufinica y farmac~utics. La mayorfa tie alias van encaminadas hacia Is majora tie
las csractar(sticas dal protiucto tarminada asi’ coma al incremento tie Is astabilitiad tie las
campuastas I~bilas. Estas majaras sa cansiguan gracias al proceso tie inclusi6n, qua puada
considararse coma una aut~ntica ancapsulaci6n a nival molecular del campuasta hu~spad,
protegi6ntiolo del antorno an qua sa encuentra. Na as nuastro abjetivo realizar una ravisi6n
porinenarizada tie las distintas splicaciones tie astoscompuastos; no abstanta saflalareinos
algunas tie las qua considerainas in~s significativas.
ll.B.3.3.9. 1 APLICACIONES FARMACEUTICAS
Tanto en Is industria cosmetics coma en Is farinac~utica, Is farmaci6n tie complajas
con ciclodaxtrinas tiana coma finalidad Is tie lograr Is majors de las caracterfsticas del
protiucta tarininada, asi’ coma Is da facilitar Is sbsorci6n y liberacidn tie principios
farmacol6gicamanta activos.
Nuinerasas sustancias son inestables y sansiblas a Ia acci6n del 02 y a
incorparacidn tie ciclodaxtrinas puade incramantar su estabilidad. Sin embargo, ciartos
compuastas val~tiles coma (as scaitas esanciales, gracias a Is farmsci6n del complajo con
ciclotiaxtrinas, sumentan su resistancis al calor, raduci~ntiasa las p~rdidss par volatilizaci6n
[1979 ACASH 271 11985 P 6971.
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La resistancis a Is oxidaci6n da Is vitamins D sa ye natabloinenta increinantads
graciss a Is farinacidn tie un complajo can B-CD [1980 P 7791. Se ha tiemastratia qua las
camplejos con cicladextrinas en soluci6n son mAs astabias qua los carrespandientes
compuestos aisLados. En aste sentida, at complejo vitamins K3/12-CD as mucha m~s eatable
frenta a Is luz an saluci6n ~cida a neutra qua Is prapis vitamins K3 [1982 P 725]. Este
incremento en Is astabilitiad sa ha observada pars Is aspirins [1984 CP6 685], at
nitracapam 11982 APCS 80], slgunas antiinflainstarios [1975 CPB 1205], at inetranidazal
11984 UP 189L ciartas antiobi6ticos 11986 UP 161) y otras fhrmacos.
Asimismo, Is formulsci6n tie compuastas farmacal6gicamente activas utilizando
cicladextrinas coma vahiculas, tiane coma cansacuencis Is mayor hidrosolubilidad tie
ciartas antiinflsmatorias [1975 CP6 1205], el fanabarbital [1981 PAH 204] a Is
banzatiszida [1984 JPP 621], Ia qua incramenta tie forms muy significativa Is
biadisponibilidad tie ostas principias activos. Las prastaglandinas son insalubles a
inastables en agus; sin embargo, Is formaci6n do camplejos tie inclusidn con a- y B-CD
canlieva un ofacta do estabilizacidn do estas cainpuastas, a Ia vaz qua una mayor
rasistencia a Is degrsdaci6n tie los misinos an soluci6n [1984 JIP 467].
Algunas ciclodextrinas modificadas (matilciclodextrinas) ban demostrada ser Miles
an Is solubilizaci6n tie distintas vitaminas liposolubles (A, D, E y K) [1981 LS 307] asf
coma tie derivadas del icida ratinoico [1983 LS 7191.
Dadas las peculiaras csracteri’sticas tie las cicladaxtrinas y el importante papal qua
juagan en Is majors tie las propiadadas fsrmacat4cnicas tie numarasos principias antivos,
parinitianda Is absarci6n da Is farms libra tie dichos principias a trsv4s do Is mucosa
intestinal, su astudia as tie intiudabla inter4s, par Ia qua sa han tiadicatia numerasas
revisiones bibliogr~ficas a aste tams [1990 DDIP 91] [1990 DDIP 2221] 11990 DOIP
2487).
11.6.3.3.9.2 APLICACIONES EN CATALISIS QUIMICA
Las ciclodextrinasacalaran nuinerasas reaccianes (axitiacianas, dascarboxilacianes,
eliminacionas...) [1978 L XLVIII]. La catdlisis par ciclodaxtrinas tiene lugar a trav~s do Is
forinaci6n tie un campleja tie inclusi6n can las mal~culss implicatiss an a resccidn. Se
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puada afirmar qua Ia valocidati tie raacci6n no sumenta linealmanta can Is concantraci6n
tie ciclodextrina aunque existe un 6ptima tie concantrsci6n da cicladaxtrina. Atiein~s, las
reacciones catalizadas par ciclodaxtrinas muastran csrscter(sticas cin6ticss samajantes a
las reacciones enzimAticas, antra las qua sa ancuentran: saturaci6n, cat~lisis,
asteroaspacificidad, formaci6n tie un complejo sustrato/catalizadar a inhibici6n noinpatitiva.
Las reaccionas catalizatias par cicladextrinas puadan agruparse en dos cstegor(ss:
- CatAlisis covalanta: estas reacciones transcurren a trav4s da Is forinaci6n tie
anlaces covalentas an algcin proceso intermadia tie Is rascci6n.
- Catilisis no cavalente en Is cual las cicladextrinas praparcionan el antorno apolar
tie su cavidati a un aspacia est4rinsmente restringida an a! cual se incorpors un
is6maro a un conf6rmaro est4ricamenta favoracida. En asta nasa no se forman
enlacas cavalantes.
La inclusi6n de un determinada is6inero, asi’ coma Is sproximaci6n f(sica tie los
distintos compuestas implicadas an Ia reacci6n, graciss a Ia farmacidn tie camplajas tie
inclusi6n, as una tie las razanas par las qua las ciclodextrinas se considaran “sistamas
biamim~ticos” de farms seinejanta a las enziinas [1984 OPS 46821. El incremanto an Is
valacitiad tie rascci6n pars determinstios sustratos qua presentan uns ciarta tiisposici6n
especial, as una tie las splicacionas m~s impartantas tie las cicladextrinas en cat~lisis. Da
farina an~loga, gracias al procasa tie inclusi6n sa favaraca Ia farinaci6n salactiva tie algUn
producta mayoritsrio qua puade sar estareaespacifico, par Ia qua se puede favorecer Is
forinaci6n anantiaselactiva tie algUn is6maro gracias a Is elecci6n tie Ia cicladaxtrina
adacuada.
Par ejemplo, si sa comparan las valocidades y enantiosalactividad tie B-CD y
algunas ciclotiaxtrinas modificadas coma diinatil-12-CD y trimatil-B-CD, sa puede apreciar
qua diferantes sustratos tienen preferancia porque datarminadas cicladaxtrinas catalicen
sus reaccionas [1981 JACS 154] [1987 JCSPT 1121].
La madificsci6n an Ia fotorreactividad tie distintas inal6culas dabido a su
incorporaci6n a medias organizados (micelas y ciclodextrinas), constituye una tie las
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parcelas inds atractivas do Is actividad catalftica tie estas inadios. La inclusidn tie las
mal&ulas hu~spedas an el interior tie Is cavidad tie las ciclodextrinas, madifica su
fotorreactividad deforms iinpravisible [1980 ACIEE 344] [1982 S 532]. En ciartas casas
las ciclodaxtrinas prategen alas mol6cuLas incluidas disminuvanda su lotosansibiLidad. Asi’,
se ha deinastrado qua Is B-, Is v- y Is 2,6-dimatil-B-CD dificultan el pracaso tie
fotodagratisci6n tie alcaloities tales coma Is ematina y Is cefalins an soluci6n acuosa,
siendo el afecta mAs significativa an el caso tie Is dimatil-13-CD [1989 CPB 1591]. Sin
embargo en otras casas, las ciclatiextrinas catalizan ciertas reaccianas fataqu(micas tales
coma pracesos de dimarizaci6n a isamarizaci6n. gracias a La inclusi6n tie mol4culss
hu4spedas fotasensibles.
La prasancis tie niclotiextrinas alters al camportamienta del proceso tie
isamerizacidn c/s-trans en el nasa tie las tierivados tie astilbena. Se ha obsarvado qua Is
irradisci6n tie astilbeno an bancena conduce tie forms insyaritaria a! is6mera cis, miantras
qua Is irrsdisci6n tie las camplejas farinadas can c/s a trans estilbena y B-CD en solucidn
acuass conduce a un equilibria fatoestacionaria, en a! qua predamins msyoritariamenta el
isdmero trans (~ 70-80%). Adem~s, Is ciclacidn del c/s estilbano a fanantrena s6la tiene
Lugar en banceno, pera no en presancis tie 12-CD (FLGURA 38). Sin embargo, otro procasa
tie isainarizsci6n cis-trans, coma as Is irratiiaci6n tie los dstaras tie icida cin~mica, origins
una mazda 1:1 tie las is6maras c/s-trans (FIGURA 39), ya sea an salventes org~nicos a
tie distinta palaritiad coma en presencia tie B-CD [1986 UP 2191.
El procaso tie isamerizaci6n c/s-trans del azobencano sa ye tambi~n afectada par
Ia farmaci6n tie cainplejas da inclusi6n can a-, B- y v-CD. La inclusi6n tiene consecuencias
dispares sabre Is fotorreactivitiad tie los dos is6maras. El rendimiento cuAntico tie
fataisamerizacidn pars a! is6mero c/s no se ye pr~cticamente afectatia can raspecta a los
valores absarvadas en salventes argAnicas tie distinta palaridati y inezclas inetanol/agus.
Sin embargo, al rendimienta tie fotoisainarizsci6n pars ol is6mero transdisminuye bastante
an presencia tie ciclatiextrins can respecto a las mezclas matanal/agus y se aproxima a los
valares obtenitias en solvantes arg~nicos. Este efecta puade axplicarse par Is baja
palaritiad tie Is cavidad tie Is ciclotiaxtrina [1987 JPC 50461.
Tanta Is B- coma Is v-CD acaleran Is fatatiimarizaci6n del 2-antracanosulfonato. Sin
embargo, miantras qua en soluci6n acuasa a en presencis tie v-CD se abtianen 4 is6ineras
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con randimiantos cu~nticos semejantes, an el nasa tie Is B-CD s6la sa abtiana uno tie las
is6maras, Ia qua indica qua Is cavidad tie Is B-CD fuorzs Is obtencidn tie uns canfiguraci6n
especifica 11984 JIP 815].
11.6.3.3.9.3 APLICACIONES ANALITICAS
Las ciclodaxtrinas han ancantrado aplicaciones en cainpas muy diversas tie Ia
qu(inica anaiftica, tanto an t6cnicas aspactrosc6picas coma an croinatagrMicas. La
formaci6n de complejos tie inclusi6n non ciciodextrinas angina un incremento en Is
salactividad y sansibilidad del m4tado anslftico.
La cavitiad tie las ciclodaxtrinas pasee una sits tiensidad alectr6nics, ys qua los
pares no enlazantas tie los ax(genos glicas(dicos sa ariantan hacia al interior tie Is cavidad,
La qua La confiera un caricter da base tie Lewis. La alevads densidad electr6nica pueda
cantribuir a desplazar las alactronas tie las inol6culas incluidas, Ia cusi tiane una
reparcusi6n significativa sabre los pracesos tie sbsorci6n y emisi6n tie Is ratiiaci6n
elantroinsgn6tics.
Dastie el punto tie vista tie Is absorciametri’s UV-VIS, el procaso tie inclusidn
ganeraLmente conLleva desplazamientos bstocr6micos en los m~ximos da sbsorci6n ala vez
qua variscianes (inereinanta a dascensa) anal valor del coeficiente tie sbsarci6n molar. Par
ella, Is camplajaci6n can ciclatiextrinas tie campuastas qua sa quieren snalizar a tie
reactivos colareados tiene reparcusianes favarablas sabre su daterminaci6n
espectrafotamdtnica, ya qua
- Increments Is solubilidad de los reactivos y de los compuestos problems en medics
acuasas.
- Auinanta Is estabilidad tie las reactivas lAbiles y tie sus cainplejos caloreados an
soluci6n scuasa.
- Elava Is sensibilidad tie las reaccionas calaroatiss si sa intansifican las bandas tie
absarcidn UV-VIS.
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- Majors Is astabilidad tie las reacciones caloreatias a trsv~s tie Is aspecificitiad
iinpuasts par Is formsci6n del complejo.
La farinaci6n tie un cainplejo con 12-CD can colarantas b6sicos tales coma verde
malaquita, cristal violets a radamina 6, increments Is sensibilitisti y Is astabilitisti tie las
camplajos met~licos farmatias 11992 CR 14571. Igualinente, Is daterminaci6n tie Cu en
cabella humano mediante su reacci6n con mesotatrakis (4-metoxi-3-sulfafenil) parfirins
auinanta su sensibilitiad an un 50% an presancia tie a-CD. La tieterminaci6n tie Zn con
ditizana a trav~s tie Is forinsci6n tie un camplaja can B-CD increments el coaficiante tie
absorci6n molar en aproximatisinente 8 vaces can raspecto a las saluciones sin B-CD. La
B-CD increments Is sansibilidad, en Is daterininscidn tie paladia can 1 ,2-diamina
antraquinona [1987 MA 217].
Las t&nicas tie luminiscencis, an sus vertientes fluariinatri’s y fosforiinetri’s han
alcsnzsda un rhpida desarrallo en sn~lisis tia rutins, gracias a las bajos (mites tie datacci6n
obtenidos ya su gran selactividati con raspecta a Is absarciomatri’s UV-VIS. Sin embargo,
muchas compuestos luminascen muy d4bilinanta an soluci6n scuasa y Ia adici6n tie
ciclotiextrinas conllava uns notable mejora en los procasas tie emisi6n, tiebido antra otras
las siguientas razonas:
- La tiisposici6n estructural tie las ciclodextrinas protege a los astatios excitatias
(singulata a triplete) tie los posiblas smortigustiares prasentas an Is soluci6n.
- La rotaci6n tie las inal6culas estA iinpadids debido a Is farmsci6n del compleja tie
inclusi6n y al inismo tieinpo se impidan los procesos tie ralsjsci6n an los qua
intarvienen las mol~culas del solventa. En cuslquier caso, al rasultada as un
dascansa en las pracesas tie relajaci6n vibracianal.
- La navitiad de las ciclodaxtrinas praporcians un antorna tie polaridad semejanta a
Is tie un solvente arg~nica. Se considers qua Is palaridad tie aste microantorno as
semajante a Is tie las salventas orghnicas axiganados tales coma: diaxano, alcohol
terc-amilica a 1-actanal [1976 JB 3931 11987 JLC 6651.
Interacciones entre rnoMculas en med/es flu/des 143
- Las cicladextrinas mejoran las li’mites tie detecci6n tie las cainpuestos quo se van
a analizar debida a qua increinentan Is solubilidad tie las campuastas hidraf6binos
en inedios scuosos.
La formsci6n tie camplajos tie inclusidn increments asimismo a! randimienta
cu~ntico tie fluarascancia y par cansiguiente las intensidades tie fluorescencis tie
nuinerasos compuastos, antre atras tie pirena [1985 JACS 4655], alucin6ganos [1985
ACA 3551, narcdticas [1985 ACA 3], bifanilas policlorstias [1985 EST 15510 ANS 11967
JACS 14], incremantAndasa las sefiales tie fluarascancia an aproximatismante diez vanes.
La sansibilitiad pars ciartas reaccianes anaifticas, sumanta gracias a Is adici6n tie
cicladaxtrinas. Par ejemplo, Is amisidn tie glutation y otras dorivatios ti6licas qua
reaccionan can el 7-fluarobencena-2-axs-1 ,3-diazal-4-sulfonsta ain6nico, asi’ coma Is
tiaterminsci6n tie sminaAnidas par resccidn can al clorura tie dansila, se increments
spraximadamante en ocha vanes con raspecto ala alcsnzsds en saluciones scuosas [1990
A 359]. Tambidn se ha deinostrada Is majors tie Is sansibilitiad an Is daterminaci6n
anslftics tie ascandia can quinizarins (1,4-dihidraxiantraquinans) a trav6s daIs farinsci6n
tie un camplaja can fl-CD 11987 A 1037].
Las ciclatiaxtrinas incremantan asimisina Is intansitiad tie amisidn da las reaccianas
quiinioluminiscentes [1986 CL 377] [1987 JL 19]. Esta majors puedo atribuirse a distintos
factares, antra los qe se encuantran un aumenta tie Is velacidad de Is rescci6n y una
mayor eficacia del procasa tie exnitsci6n y pratecci6n tie las aspecias einisaras tie las
fen6menas tie “quenching”.
En Is msyarfa tie los casas Is presencis tie ciclodextrinas contribuye a inojorar Is
emisi6n fluarescente. Sin embargo, algunas cicladextrinas puatian amortiguar
selactivamante Is einisi6n tie ciertas cram6toros si el cainpuesta smartiguado sa incluya
en Is misma cavidati qua al anslito problems 11983 JPC 1833]. En un astudia sabre
derivatios tie cuinarinas sa pane tie manifiesto qua Is B-CD majors Ia ainisidn fluarascante
tie Is 7-hidraxicumarina pera amortigus Ia tie Is 7-hidraxi-4-inetil cumarina.
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Una tie las aplicacianes inds relavantes tie las cicladaxtrinas as Is tie parinitir Ia
abservaci6n tie Is fosforascencis a tainparatura ambienta (RTP). Ella as debida a qua
pratagan el astatia triplate oxcitada tie las mal~culas tie las amartigustiaras prasantes an
Is soluci6n y en al nasa do Is fosforescancia, del “quenching” del oxfgana molecular.
Consecuantementa, so puede detectar Is fosforescencis do! naftaleno, brainanaftaleno,
acanaftano, fanantreno, pirana y crisana antra otras [1984 AC 322]. Tainbi~n so ha
descrito Ia einisi6n de fosforascancia (RTP) pars ciartos heterociclos coma quinalina a
isoquinalina [1984 AC 331].
Las ciclodoxtrinas so utilizan tambi4n an Is detecci6n luininiscanta tie cainpuastos
vol~tilas. El papal tie filtro tratada can ciclodaxtrinas as capaz tie capturar tie farms aficaz
compuastos val~tilas tales coma 1- y 2-naftol, parmitianda Is absarvaci6n tie Is
fosfarascancia tie los inisinos 11989 JM 317]. Asimismo, las inaznlss B-CD/NaCI (30:70)
ariginan safislas muy intensas tie las campuestas qua so van a daterininar, sin nacesidad
da utilizar coma racursa a! afecto tie ~toino pasado pars inejorar el proceso tie
fasfarescencia. Esta inetatiolagi’s parinite Is determinaci6n tie ~cida p-aminobenzoico y
fanantrena [1989 AC 2463]. La mezclas do a-CD/NaCI, sa han utilizada an Is dataccidn
mediante RTP, tie distintas campuestos atisorbidos en astas matrices s6lidss antre atras
4-fenilfenol 11988 AS 619] a fenantreno [1989 AS 810].
Las ciclodaxtrinas se utilizan coma reactivos quirales en RMN. En muchos casos,
Is forinsci6n tie camplejas tie inclusi6n inodifics las carscter(sticss quirales y los
tiesplazainiantas qui’micas tie dos enanti6meros [1975 TL 3325]. La difarencia en as
desplazamiantas qufinicas tie dos dissterois6maros puade utilizarse pars Is tieterininacidn
tie Is pureza tie las muastras. La intensitisti tie las sefiales tie cads diastaraisdmara se ha
amplastia pars daterininar su pureza 6ptics [1987 MRC 2081. Asf pues, el astudia par 19F-
RMN tie los complejas farinadas con tiiatarois6meras tie sminoAcitios fluorados y a-CD
inuestra qua las tiesplazainiantos qufinicos tie los derivatios formatios con is6maros R
sparacan a cainpas m~s altos qua los corraspondiantas is6ineros S. pars N-(p-fluarobenzail)
valins, y a-(p-fluorofanil) glicina antre otros 11991 JCSFT 2699].
La formsci6n tie camplejas tie inclusi6n puada inadificar tie forms inuy significativa
as csrsctari’sticss redax tie las inol4culas incluidas. En un estudia elactraqu(mica sabre
divarsos tierivatios tie p-hitiroxibenzostas sa absarva qua Is prasancia tie B-CD implica un
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descensa an Is altura del pica a Is vaz qua un tiesplazainianto hacia patencisles in~s
negativas an oP valor del patencial desemionda [1986 IJP 105]. Si bian estssvsriacianas
son Utiles pars demostrar Is inclusi6n y calcular las canstantes tie farmaci6n del cainpleja,
son relativamanta pocas las estudios sabre las aplicaciones snalfticas en elactraqufinica
tie las cicladextrinas.
Matsua y cal. [1986 AC 2096] han dascrito un electrada regiosalectivo basada en
un sistams tie electrodo racubierta con poli-(~nitio parfluarosulf6nico)-nicladextrina, capaz
do complejar al o-nitrafenal en prasencia tie p-nitrafanol. El sistains as unas trainta y tras
vanes mAs sensible pars el o-derivada qua pars al p-nitrafenal.
Nagase y cal. [1990 AC 1252] han desarrallado sansares valtsin4tricas capaces
do responder a campuastas sni6nicos. Estos sensares estin construidos non uns
inambrans qua cantiene un pal(maro palisininada do cicladextrins, al cual se deposits
diracismenta sabre un elactrada tie carbono vitrificado, respondiando selactivamante a las
compuastos snidnicas entre las quo so encuentran los is6ineras tie posici6n do
m-isaftalato, p-taraftalsta y o-ftslato.
Las cicladaxtrinas incramantan Is salectividad tie las sacaraciones cromstaprMicas
debidn n ‘ii a~ nrnrpqn dn partici6n as mAs selectivo nan ni nan produce entreal
eluyente y Is fase estacionaria par si’ sale. Hinza [1981 JLC 1065] ha tiescrita Is
separsci6n tie fanales, naftales y tierivadas de ~cida banzaica, adicionando a-CD a Is
fase m6vil. En general, las factares tie retarda Rf son: R1p-is6ineros > R, m-is6meros >
R1 o-is6maros. La B-CD as una da las m~s utilizatiss par el tainatio tie su navidati; sin
embargo tiane coma inconveniente su baja solubilidad an H20. Algunos pal(inaros inAs
hidrosolubles daB-CD sa han utilizado pars inejarar las separacionas tie barbitUricas 11986
JC 3561, derivados tie trifenil metano [1984 JIP 3951, derivados do nitroestirena [1986
JIP 551 y diversas aminaAcidas y slcaloides [1990 JPIC 65] par TLC
.
En HPLC, Ia aplicaci6n do las cicladextrinas ha alcanzsda un dxita aspactacular. So
puedan encontrar incorparadas coma saportas a las fasas astacianarias, rasinas qua
contienen cicladaxtrinas coma par ejomplo Ia CD-paliuretano a las tie CD-palivinil
alcohol, qua so han utilizado en Is sepsraci6n tie aininoaitias [1979 ACASH 2651 11981
JC 351 y alcaloidas [1981 JC 109]. Pastariarinanta so han dasarrallado fases estacionariss
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tie ciclodoxtrinas anlazadas a silica [1984 JLC 1273] qua praporcianan una inuy buena
rasoluci6n en Is saparsci6n tie is6meros.
Otra da las aplicaciones tie ias ciciadextrinas en HPLC as su incorporaci6n a Is fasa
mdvil pars mejorar las separacianas, dada qua las ciclotiaxtrinas pasean las siguientas
carsctar(sti ca 5:
- Proparcianan uns complejaci6n reversible y salactiva.
- Son salubles en agus.
- San eatables y no muastran absorci6n en Is regidn UV-VIS del aspectro
aIectromagn~tico.
Estas caranteri’sticas hacen qua par regis general las cicladextrinas so utilicen en
procesas tie saparaci6n an fasa inversa, logranda Is separaci6n tie is6maras,
dissterais6meros y enanti6maras. La elevads rasalucidn qua so obtiene sa debe a las
diferencias en las constantes tie estabilidad tie las camplejas an Is fase inbvil y a Is
diferenta atisarcidn tie estas complejos sabre Is fasa astanionaria 11992CR 1457]. Par ella
as ciclotiextrinas so han einpleado can buenos resultadas an Is saparsci6n tie cainpuastos
quirales, antra atras barbitdricas y inefanitaina [1989 L LIII], fenilalanina [1982 JC 303],
a-pirena [1991 JHRC 361], pseudoafedrina [1988 AC 2751], o-, m-,p-nitraanilina 11991
AC 1902], triineprazina [1990 JPBA 847], esteroides 11991 JLC 2109], ~citias bilisres y
sus carrespondiantes darivados fluarascantas 11991 JC 1111 11991 JLC 605] y
amino~cidas dansilados [1986 JC 4091. antre otros ajamplas.
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ill. PARTE EXPERIMENTAL

lll.A MATERIAL Y METODOS
lll.A.1 APARATOS V REACTIVOS
lll.A.1 .1 APARATOS
Pars Is obtanci6n tie los aspectros tie sbsarcidn UV-VIS sa utiliz6 un
espactrofotdinetro tie tiabla haz Kantron matiela Uvikan 810, provista do una l~mpara
haldgena tie cuarzo con un intervalo tie ainisi6n tie radiacionas tie longitudes do antis
comprandido entre 290-900 nm y tie una l~mpars tie deuteria qua cubre un intervala
comprendido entro 195-370 nm, disponiantia tie manacroinatiar tie red tie tiifracci6n tie
1500 (ness/mm y coma detector un fotamultiplicador madala R446. El intarvalo tie
longitudes tie antis tie trabaja sa ancuantra comprendido entre 200 y 800 nin y Ia anchura
tie randija utilizatia, expresada en t&ininas tie paso tie bands nominal as tie 2 nm. Pars
registrar los espactros sa utiliz6 un “printer-platter” tie Kantran, inodala P-800, con un
sisteins tie ragistro tie cabeza tie imprasi6n t~rmica. Se amplasron cubatas do cuarzo tie
Paso 6ptica 1 cm.
Pars Ilevar a cabo los aspectros tie fluoresconcis so utiliz6 un espectrafluar(metra
Perkin-Elinar matialo LS-3, can monocramadores do excitaci6n y do amisi6n del tipo F/3
Mank-Gilliesan. La l~inpara (fuente tie radiaci6n) as tie descarga tie xenon tie 150 W tie
tipa pulsanta. El intarvala tie longitudes do antis de excitacidn est~ comprandido entre 230
y 720 nm, miantras qua el tie longitudes tie antis tie einisi6n Ia as entre 250 y 800 nin.
La anchura tie randija, tanto de excitaci6n coma tie omisi6n, as fija tie 10 nm. Coma
detector utiliza un fatamultiplicadar con raspuasts S5 y cubierts ast~ndar tie vidria UV.
Tainbi4n so roslizaron algunas tietorminaciones sa realizaran con un espactrafluor(metra
Perkin-Elmer inodelo MPF-2A.
Los espactras tie absarci6n IR sa reslizaran con un espectrafot6inetra IA Buck
Instruments inotialo 500, can las inuestras s6litias en forms tie namprimitias tie bramuro
patssica.
Las ospactros tie 1H-RMN se obtuvieran en un espectrofot6matro Bruker AC-250
(250 MHz). Los complejos y Ia fl-CD pura so disalviaron en 020 y los retinoitias an CDCI
3,
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utilizhndosa DSS (4,4-dimatil-4-silspentsna-5-sulfonata s6dica) y TMS (tatramatilsilano)
raspoctivainanta coma patranas internas. En Is abtencirin tie los aspactras tie RMN tie 13C
sa utiliz6 un espectrofatdmatro Varian modela VXR-300 (300 MHz) y an asta nasa los
camplejas fueron disualtas an DM50-ti
6. Ainbas espactrafat6inetras praparcianan el
intarferograma do! compuasto, que as pracasado par ortienatiar y inediante transforinatis
tie Fourier da lugar al carrespondianta aspectra.
Pars Is obtanci6n tie los curvas par termogravimetri’s y par terinagraviinatri’s
diferencial se utiliz6 una tarmobalanza Metier motiela TA 3000 DS 20.
Pars las ensayas qua raquieriaron una agitsci6n msgn4tica so utiliz6 un
multiagitatiar magn~tico S6S inadelo A-04 tie Is sane C, sabre el qua so dispusa una
cubats tie inetacrilata qua so utiliz6 como baflo termostatizado gracias a qua se intratiujo
an su interior una espiral tie cobra par Is qua circula agus qua proviana tie un balia
tarmastatizada Hetofrig. Se emple6 asta sistema con Ia finalitiati tie inantanar las muestras
a una tamperaturs tie 10 a 20
0C.
Pars las tiatarminacionas an cramatograffa (quida do sIts eficacia, so utiliz6 una
bombs Kontran LC-Pump T-414 con un inyactar Rheadyne 7125 tie capacidad tie carga
tie 2OpL. El tipa tie columns einpleada pars Is cramatografi’s en fasa normal fue Lichrosorb
Si 60 tie tamafia do part(cula 5pm y do dimensianos 1 SxO’4 cm. Pars Is crainatagraffa en
fase invarsa so utilizd una columns tie tipa C
16 Spharisarb ODS-2 do 3pm tie tainaflo tie
part(cula y tie dimansianes 1 SxO’4 cm. El detector usatia fue un Varian tie longituti tie
antis variable modela UV-50, tie tipo espectrofotdmatro ultravialets-visible, can un
intarvala tie longitudes tie antis tie trabajo comprandida antre 200 y 900 nm. Norinalmante
so utiliz6 un Paso tie bands do 16 nm.
En las enssyas qua raquiriaron irrsdiaci6n, so utiliz6 uns liinpara Desaga tie baja
presi6n tie tiescarga tie gases tie 150 watios can un m~xima tie emisi6n a 366 nm qua
praporcions radiacianas partaneciantes a Is ragi6n visible y UV cercano del espectro.
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lll.A.1 .2 REACTIVOS
Los disolventes utilizatios (hexano, atanol) fuaran do calitiad pars aspactroscapia
en ol caso tie las solucionos einplastias pars Is abtenci6n tie las aspactros tie sbsorci6n y
fluorascencis a tie calitisti pars HPLC, an el nasa tie las saluciones estudistiss par
cromatagrafi’s (HPLC): hexana, otanal, eter etilica, scetanitrila, isapropanol, inatanol,
tatrahidrofurano (THF).
Los ratinoities estudiadas fuaron las siguientas: todo-trans retinal y las is6inaros
9-c/s y 1 3-c/s. suministrados par Is nasa Sigma, inientras quo el retinal, el scetato tie
retinila y al ~citio ratinaica fuaran tie Fluka.
Las divarsas ciclodextrinas, tanto sancillas coma modificadas qua sa emploaron en
al prasante trabajo fueran las siguientos: a-ciclotiextrins (a-CD), B-ciclatiaxtrina (B-CD),
hidroxipropil-B-cicladaxtrina (HPB-CD) y Is v-cinlotioxtrina (v-CD) qua fuaron ganarosainente
cedidas par los Isbarstorios Rh6na-Poulanc (Francis), mientras qua Is 2,6-tii-0-matil-B-
cicladaxtrina (DMB-CD) y Is 2,3,6-tri-0-inetil-B-ciclotiaxtrins (TMB-CD) fueron
suininistradas par Sigma.
Se prapararan salucianas acuosas inicalares tie las siguientas tansoactivos: SDS
(dadacilsulfato s6tiica), CTA6 (bramuro tie cetiltrimotil amonia), Triton X-100 (isooctilfenil
~ter tie palioxietilana) y Brij-35 (23 Isuril 4ter tie paliaxietileno). La concentrscidn final tie
dichas solucianas tue done vanes Is concantrsci6n critics inicalar (CMC). SDS:
CMC = 8’1x103M,CTAB:CMC = 9~2x10AM,TritanX~100(TX~100):CMC = 3x104M,
Brij-35: CMC = 9x105 M. Las saluciones sa tiasgasificaran par “sanicaci6n” y so
prepararan 24 horas sntes tie su utilizsci6n.
El agus utilizatia pars praparar (as solucionas micelaras y tie cicladaxtrins tue agus
tiastilada y dasianizatis y pars los ensayos ancaminadas a Is abtenci6n tie las aspectras
tie RMN sa utiliz6 agus tiouterads y DM50-ti
6 tie Sigma, al igual qua los patronas tie DSS
y IMS.
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lll.A.2 METODOLOGIA
lll.A.2.1 FORMACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION
La metodolagi’s ampleada en Is formaci6ri do las camplojas tie inclusi6n as do una
impartancia capital can respacto a los rasultatias qua sa obtienen posteriarinante. Par ella,
as fundamental hacar hincapi6 en aste proceso y canseguir su aptimizsci6n. Si Is inclusi6n
on Is ciclotiaxtrina ontratNa dificultati on s(misins, en el caso qua nos acupa y tiebido alas
caractor(sticss peculiares tie los rotinaities (son especialmonte sensiblas a ciartos factoros
axtarnos tales coma Is luz y el ax(gena, hay qua manajarlos can gran precauci6n y
presantan una solubilitiad an agus oxtrematiainente baja) Is formacidn tie un camplajo tie
inclusidn can ciclotiaxtririas presents uns dificultati axtrams. Par totias estas razanos se
ansay6 al procaso do inclusidn tie distintas inanoras, algunas tie alIas elegidas a Is vista tie
las tiescripcianes do Ia bibliografi’s y atras tiotiucitias en funci6n do nuestra prapia
oxperiencia. A continuaci6n vamas a axpaner do farms datsllstis las distintos m~totios
empleatios pars Is preparacidn tie los cainplajos.
METODO 1 (cl~sica)
La t~cnina tie praparaci6n del campleja tie inclusi6n qua se describe a continuaci6n
tue Ia qua so utiliz6 tie farms sistein~tica pars Is abtenci6n tie las camplajas tie inclusi6n,
Is daterminsci6n tie caracterfsticas aspactrafatam~tricss y ospactrafluoriin~tricas, los
ansayas tie irratiiaci6n asi’ coma las ansayas cuantitativos y tie c~lculo tie las canstantes
tie asaciacidn y Is astequiometr(a tie las camplajos. Dada quo no siampra so obtuvieran
rasultatias rapraducibles, postariarmente so utilizaran los atros m~todas altarnativas.
En primer lugar so tainaran unas micralitros (106 2OpL) tie Is saluci6n inatire tie
retinaitia (atsn6lica a an hexano) a los quo sa afiadiaron 6 mL tie haxano on un matraz tie
fonda redontia tie 100 mL. La mazda sa someti6 a agitscidn macAnica, mientras so
avaparabs al haxana con Is ayutia do uns bombs do vac(a. Una vez complatatia Is
evsparacidn del disolvente, sabre las parades del mstrsz sa extientie una fins pel(cula del
retinaitie. A este matrsz sale afiadiaron ontances 10 mL tie uns saluci6n tie ciclotiextrins
tie Ia cancentrsci6n tiaseada preparatia can antariaridad. El canjunto so pusa an un baiia
do aqua a una tamporsturs do 10±10C sunque an algunos casas so aumont6 Is
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temparatura hasts 20 ±1 “C (esta se hizo cuando se utilizaron concentracionas tie
cicladaxtrins qua estaban inuy pr6ximss a su (mite tie solubilidad a tamperaturas mAs
bajas). El canjunto so sameti6 a agitaci&n magn~tics en Ia ascuridad durante 24 haras.
METODO 2 (coinplejo s6litio)
Se pans6 an Ia forinaci6n tie un cainpleja sdlida, tal y coma so describe an Is
bibliografi’s pars uns inol~cula tie astructura bastante parecids a Is do las retinaitias, coma
as el difenil hexatriena (DPH) [1991 L LIV], pars Ia cual so pas6 uns cantitiati tie retinal y
asimisina uns cantitiati tie ciclatiextrins sagUn las cancentracianas relativas qua queramos
obtaner tie cads uno tie las compuastos en Is saluci6n final. Ambas protiuctos s6litios sa
pusieron an un inortera y so intarpusieron con Is ayuda del pistila hasta is abtenci6n tie un
fina polvo amarillo tatalmonta hamog~nea. La formacic5n del compleja estari’s favorecida
paris anergi’s mec~nica suministrada medianta Is sgitaci6n manual. aunque tsinbi4n puotia
ocurrir qua Unicainenta so abtengs una mazda f(sica tie ainbas inol~culss. Finalmenta so
sfiatii6 al sgua necesaria pars formar Is soluci6n, qua so samoti6 a agitaci6n inagn6tics
tiuranta 24 horas.
METODO 3 (gota tie clorofarino)
En primer lugar so prapsr6 Is saluci6n tie ciclotiextrina tie Is cancentraci6n tieseatia
y so vertid sabre ol inatraz do fonda radantia. Par otra ado so prepar6 una saluci6n tie
ratinoitia en clorofarina. Se utiliza asta disolvente ys quo raUne dos condicionas
intarasantes: en primer lugar no as miscible con al agus y debitia a su tensidn superficial,
si so deja caor sabre Is suparficie scuosa tentior~ a extantierse do manors uniforme
ocupantia Is totalidad tie Is suporficia. En segundo lugar al cloroforma sa avapora
f~ciimante par la cusi dejar~ libres rdpidsmanta a las mai~cu~as tie rotinoide, qua quadardn
dispuestas pars incluirse on al interior tie las inol&ulas tie cicladextrina.
Par atro ado so tuva en cuanta Is siguienta consideraci6n: se calcul6 Is
cancantraci6n tie Is soluci6n del retinaitie an clarafarmo, tie tal maners quo si se toman 10
pL tie Ia solucidn clorof6rinica y so dejan cser sabre Ia suporficie acuoss y si supanemos
qua estos 10 pL se van a extender par totis Ia superficie tie agus, cads mal~cula tie
retinoitie so encontrarA separada ffsicsmento tie las otras, pudiendo par tanto accotior al
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interior tie Is ciclodextrina non in~s facilidati. Una vez qua so hubo ovaparstia el
nlorafarino,la soluci6n so somotid coma siempre a sgitacidn magn4tica.
METODO 4 (dasplazamianto)
Dada qua uns tie las fuerzas cantiuctoras en is farinaci6n tie complejos tie innlusi6n
can ciclodaxtrinas as al cainbia enarg~tica favorable qua tiene lugar cuanda las inal6culas
tie agus alojadas en el interior tie Is cavitiati son tiasplazatiss par una mol~cula do mayor
hitirafabicitiad, an aste in~tatia so utiiiz6 una inol4cula capsz tie tiesplazar al agus qua hay
en el interior tie Ia ciclatiextrina, as tiecir en uns inal4culs tie Is qua so tongs canaciinianta
tie qua os cspaz tie formar un camplojo do inclusi6n con ciclatiextrinas [1979 6CSJ 2678]
[1981 ECSJ 513].
Do scuortia con asto, en primer lugar so intantd farmar un cainplajo do inclusi6n con
el bancono, inaliculs qua pasee las siguientes csractaristicas: par un Istia as in~s paquefia
qua Is moldcula do retinal y par Ia tanta deba pader incarporarsa mis ftcilinanto al interior
tie Is ciclotiaxtrina a! haber un manor impedimenta estdrica. Par atro ado, al ser in~s
hidrdfoba qua el agus, el retinal dabari ser cspsz do tiesplazar mis ficilmente al banceno
del interior tie Is ciclodaxtrina.
Par Ia tanto so siguid el initodo clisica pars Is formaci6n del cainpleja tie inclusi6n
retinal/boncena. En otra inatraz so evapar6 el haxano tie una soluci6n tie retinoitie coma
so hsce habitualmente. Uns vez hecha esto. so afisdi6 al matraz quo contonfa el rotinoida
Is solucidn del camplejo banceno/ciclodoxtrina y so someti6 a sgitscidn magnitics.
METODO 5 (farinaci6n tie un complejo ternaria)
So camanzd par intontar formar un camplejo ternaria ontra al ratinaide, Ia
ciclodoxtrina y una tercers mol4culs, ol terc-butanol. Ueno y cot. [1981 JCSCC 1941 ya
habi’an damastratia quo Is incorparaci6n do las alcahalas facilits a! equilibria tie
complejacidn par Is cicladoxtrina. Entra las alcaholes par alias estudistios al terc-butanal
puado ser a! qua ejarzs uns influancia mis significativa. En asts lines, so intant6 Is
forinsci6n tie un camplajo ternaria entra el retinal, Is ciclodextrina ye! terc-butanal. Estas
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inisinas autares tsinbi~n hsb(sn sugerido quo al alcohol puotie actuar tie dos maneras
diferentos:
- El terc-butanol potirfa entrar en a) interior tie Ia cavitiati tie Ia ciclotiextrina junta con
Is inol~culs qua sa quiera incluir, impidiantia tie este mado qua so protiuzcan
rataciones tientro do Is inisma y estabilizantia par tanta al camplajo. Asf so
asogurari’s en nuastro casa una uni6n m~s fuorto entree! retinoide y is ciclotioxtrina
y en al casa tie las campuastos fluorescentes se consiguen ininiminizar las
tiesactivaciones par otras v(as distintas tie Is emisi6n tie luminiscancia.
- Otra posibilitiad tie actuaci6n quo so sugiera as qua el terc-butanol, en lugar tie
antrar en interior do Is ciclotiextrins se una a ails par el exterior, consiguiendo qua
do alguns manera Is estructura do tranca do cona de Ia ciclodextrina quede m~s
alargatia. Do este motia so asegurari’s una major protacci6n do Is maI~cula tie
rotinaide, una vez qua so halle on el interior del canjunta ciclodextrina/terc-butanol.
So han tiescrito dos motios diferantos tie praparar esto cainplajo ternaria [1988 JIP
2771. Nasatras ensayamos as dos maneras. En is primers so prepar6 una soluci6n matira
do retinal en terc-butsnal a bien se parti6 tie Is matire en hexano (tamantia Is cantitisti
habitual, asto 05 10 6 20 pL tie Is inisina), so evapar6 al inisma y afiatii6 uns cantitiati fija
tie terc-butanol del 10%, as denir 1 mL pars 10 mL tie soluci6n final. So disalvid el retinal
en a! terc-butanal inadiante agitsci6n msgn~tica duranta dos haras, afiadientiose 1 mL tie
soluci6n matiro tie ciclodextrina y finalinenta so anrssd hasta 10 mL con agus tiestilatia,
abteni~ndose tie aste matia las concentraciones finales tiesastias tie ciclotioxtrins, retinal
y terc-butsnol.EI canjunta sa samatid a agitacidn insgn~tica durante 24 haras.
La otra inanara tie preparer al camplejo tornaria fue Is siguienta: so prapsr6 Is
soluci6n tie retinal an Is ciclotiaxtrins del matia habitual y daspu6s tie 24 horas tie agitsci6n
so af’iatii6 el valuman daseado tie terc-butsnol (1 inL). El canjunto so puso tsmbi~n an
agitaci6n tiurante 24 haras y so cainprab6 qua no habi’s variscionas significativas con
rospacto al m6tatia anterior.
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METODO 6 (sabressturaci6n)
So prepsr6 una saluci6n tie ratinaitia an ciclodextrina par el m6toda clAsica
inantoni~ndose tiuranto algunas horas on agitaci6n. So parti6 tie Is cancentrsci6n inicial tie
ciclatiextrina qua as habitual. En Ia soluci6n so praducir~ al siguienta equilibria:
[CD] + [retinal] —. [retinal/CD] (1)
Si suponemas qua ol camplaja rotinal/ciclatiextrina as m~s insoluble qua Is propia
ciclatioxtrina, si a esta disoluci6n Ia vamas afladiando lantamanto cantitiados craciantas do
ciclotiextrins, cuando so aumanta Is concantraci6n tie ciciodextrina al equilibria so
dasplazar~ hacia Is darecha y el complajo tantiar~ a precipitar, a! ser el companente m~s
insoluble. Si so consigue recoger a! pracipitatia (qua debar’s ser a! cainplojo s6litio,
susceptible do ser aislada a identificado) y luogo so vuelve a disolvar en agus, tendroinos
una soluci6n can al complojo.
Otra variacidn do aste m4toda en Is qua so pens6 fue Is siguiente: pars consoguir
dasplazar al equilibria do Is ecuaci6n (1) hacia Is tierecha, an vaz tie afiadir cantitiaties
creciantes tie cicladextrina so puedo pansar en afiadir cantitisties crecientas tie retinal
hasts quo so farina el procipitada del complojo. El problems qua puode plantoarse squ( as
qua en a! caso anterior heinas consideratia quo el compleja as in~s insoluble quo Ia prapia
cicladoxtrina mientras qua an a! nasa tie! retinal so puede ponsar qua as mAs probable qua
acurra Ia cantraria (qua eL retinal sea mAs insoLuble qua el compLeja). Par esto motivo
finalmento no so intent6 forinar el complejo madisrita esto procedimiento. Atiein~s en el
primer nasa Is cicladaxtrins libre quedari’s an solucidn solubilizatia, inientras qua en a!
segundo el excosa do retinal tended’s a pracipitar. Par tanto sari’s nocesaria lavar ol
complajo can un solventa arg~nica pars aliininar el retinal on excaso. La presoncia tie oste
disolvente padri’s disociar at campleja.
METODO 7 (cainplajo s6litio forinatia an agus deutarada)
Pars Is abtanni6n tie las espactras tie ‘H-RMN, so pracotii6 a proparar las
cainplajos can concentracianes tie ratinoido tie 2x103 M y 4x103 M, sientia Is
concantrsci6n do B-CD lxi Q2 M. So sigui6 el pracedimionto habitual: disolucidn en haxano
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o uns mazda haxano/etanol y avaporsci6n a vsc(o a tainporatura ainbionta. Uns vez
farmatia Is pal(culs so procadid a Is stiici6n tie uns cantitiati apropiatia (5 inL) tie soluci6n
tie 12-CD preparada en agua deuterstis y so inantuva Is agitsci6n tiuranta 24 haras. Pars
at retinal, stiem~s tie las saluciones anteriormente citadas so prapararan igualinenta otras
tie cancontraciones 5x103 M, 6x103 M y 8x103 M.
Tras las 24 horas tie agitsci6n so obsorv6 Is farmsci6n tie! camploja, at cual
perinanaca an soluci6n y coaxisto can un procipitado muy fino tainbi6n itientificado coma
complaja retinal/CD. So pracodi6 a filtrar astas solucianes can elfin tie evitar las parti’culas
sdlidss an suspansi6n. La filtraci6n so llov6 a caba ampleando celite~.
Dada qua an al filtra so aprocis ostensiblemente quo quetia retenitia una gran
cantitiati tie pratiucto, so pensd qua so trataba tie retinal insolubilizada, par Ia qua so
realiz6 un espectra tie 1H-RMN an DMSO-ti
6 (tiimatilsulf6xitio deutorada), el cusl pane tie
inanifiesta qua so trats del complejo retinal/CD al hallarse los picas tie absorci6n tie Is
ciclotiextrins y no del retinal. En consecuencia, dada at intonso color amarillo del fini’simo
precipitatia y tioscartatia Is pasibilitiad tie qua so tratasa del retinal insolubilizado, so
procetii6 a sislar el complaja s6litia.
En primer lugar, las solucianes qua cantienon ol complajo sdlido on suspensidn so
colocaran an tubas tie centri’fuga y con Is ayutia tie uns pipota Pasteur so recogi6 Is
soluci6n, tiejando retiucido el voluman do agus al m(nimo nacesaria pars consaguir at
equilibria tie peso entra las tubas. A cantinuacidn so centrifugaran ostas inuestras a 2000
rpm; can syutis tie uns pipeta Pasteur so retir6 al sabranadante y ol fin(siina procipitatia
so trasvas6 a un recipienta adocuado, tras Ia cual so pracetii6 ala liafilizaci6n del complajo
pars eliininar tada rosta tie agus.
Despu~s tie Is liofilizaci6n so abtiane una mass tie aspecta aspanjosa y do color
verde ainarillento, qua so sells harm6ticamante y so conserva an desacatior. Dada qua los
ospoctras tie
1H-RMN y 13C-RMN, confirinan Is existancia tie un compleja tie una farms
in~s clara pars a! nasa do Is inuestra proparatia can una cancentraci6n do retinal 4x1 03M,
so tiocitii6 raslizar una sane do pruabas anali’ticss pars ascisracar Is idantitiati tie tiacho
complajo.
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Es probable quo en asto casa so abtenga 01 camplaja s6litia, primera porque Is
concentraci6n do retinal as mds olevatia tie Ia habitual y segundo parqua las cainplejas tie
cicladextrina son m~s insalublas an agus deuteratia [1982 LXXXIV].
Una vez qua so huba sislatia a! complejo s6lida tal y coma so ha descrita so resliz6
un espectro tie absarci6n UV-VIS, preparando pars ella uns soluci6n acuass del complaja
tie concontraci6n 1 mg/b inL, con Is finalitisti tie var si exist(an diforenciss entre las
espectros tie sbsorci6n tie las complejos tie inclusidn praparados par al in6tatia cl~sico con
rospocta al compleja sdlida formado en agus deutarada.
lll.A.2.2 SEGUIMIENTO DE LA FORMACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION
lll.A.2.2. 1 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION UV-VIS
Pars obtaner las ospectros tie sbsarci6n tie los distintas retinaities, so psrti6 tie
solucionas matire, an hexana a an atanal, tie cancantrsci6n 5x103 M, praparAntiosa a
partir tie ~stas inedianto tiilucidn las corraspondiantas solucianes atan6licas hasta Ta
abtenci6n tie una concontrscidn final tie 1x105 M. Las barritios espectralas so roslizaron
an un intarvalo tie longitudes tie antis comprendida entra 200 y 500 nin. Normalinenta los
valares do absorbancis quo se abtienen con astas concantracianas est~n comprendidos
entre 0’S y 0’S pars las salunianes proparadas en salventes orgAnicas, abteni~ntiose
valaras in~s bajos y ints variables an al ceso tie las salucianos scuosas tie ciclotiextrina.
Uns vez preparstias las complejos, so astudi6 Is evaluci6n tie los mismas par
aspectrafotamotri’s tie sbsorci6n ultraviolets-visibla. Asf pues, so registrd al espactra tie
absorci6n antre 200 y 500 nm, las mismas longitudes tie antis qua so usaron pars las
solucianes disueltas an haxano a en otanol. Coma blanco so utiliz6 agus, ya qua las
ciclodextrinas s6la ompiazan a absorber tie forms significativa a concentracianes bastante
elevatiss, del orden tie 5x102 M, y par debajo tie 300 nm. So absorv6 qua en 01 caso
cancreto tie Is B-CD, Is aparici6n del maxima a 280 nm so va(a acentuatis cuanda so
praparaban solucianas do concantracidn lxi 0-2 M, pr~cticainanta anal lfmite do salubilitiad
do Is B-CD. Esta hecho so cainantar~ posteriarinenta.
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En estos espoctras los valaros tie absorbancia tiisminuyan claramante con raspecta
a las solucianas do los inisinas cainpuastas en disolvantas arg~nicas. Par regis general so
puodo tiecir quo las valores en ol in~xiino tie absarci6n suelon variar entra 0’2 y 0’4
unitiaties do absarbancia, aunque en as casos an los qua Is farmaci6n del complejo no ha
sido satisfactoria suelen sor clarainante menares. Par Ia tanta cuantia estas valores
tiisminuyan inucho se puode pensar qua no so ha formado spreciableinante ol complejo en
Is soluci6n.
Este hecha puado comprobarse siinplamanta tie forms visual en el caso del retinal
debitia a su colorscidn sinarills, putii6ntiase observar coma los cristales tie! misma so han
quatistia adharidas a las parades del inatraz. En segundo lugar, so realiza una
comprobacidn mAs sistem~tina, rocagiontia el producta stiherido con un disolvanta coma
el etanol (par si quatiars algUn resto tie agus). Al hacar el ospoctra do absarci6n, so abtiono
el part I correspondiante al ratinaida en ol solvente arg~nina y con valores do absarbancia
qua son in~s alavadas cuanto manor as Is absarbancia del cainplaja, Jo cual indics qua una
manor cantitisti do ratinaido so ha incluida an Ia ciclotiextrina.
El perfil tie las ospectros do absorci6n tie los retinaitias on soluci6n tie cicladextrina
puatie parocarsa an mayor a manor maditis al do las espactros obtanitias pars las inismos
compuestos en al seno tie salvontas arg~nicos. Sin embargo, en general las bantiss tie
absarci6n son bastante mAs anchas y sualen presentar un desplazainianta del mAxima
hacis longitudes tie antis inAs largas. Probablainanto aste hecho so dabs Unicainente si
cainbia on Is polaridad del disolvente. En el nasa del retinal, qua presents un mAxima tie
absarci6n do 368 nin en hexana, so produce un desplazamianto cuando so encuentra on
Is soluci6n tie ciclotiextrina situAndosa antonces entre 380 y 385 nm, longituti do antis qua
carrasponde sproximadamente al mAxima do absorci6n del retinal an atanal.
En algunos casas aparanen nuovas bandas tie sbsorcidn, coma acurre cuantia so
forms un camplaja tie inclusi6n entre el scatato tie rotinilo y Is HPB-CD, cuya espactro
difiare bastanta del qua so obtiana en haxana a atanol. Finalinenta cabe sat’ialar qua an
muchos casos, las solucianes tie cicladextrina presontan un mAxima clara a 280-290 nin,
quo an algunas acasianes as tie pans intensidati, para qua en atras muestra un valor do
absarbancis quo inclusa puada superar a Is del mAxima a 380 nm. La pasible axplicaci6n
tie este hacho ostA ralacianada en algunos casos con concontracianes muy elevadas do B-
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CD, aunque no siempro so pueda asociar Is apsrici6n do aste pica can uns concontracidn
tie cinlodoxtrins tie 10.2 M.
A partir tie las espactros tie absorci6n so procedi6 a hacer 01 cilculo do las
constantas tie asociscidn tie is B-CD y Is HPB-CD can los distintos ratinaities objata do
estudia, asi coma La estequiomatrfa tie Las compLejos.
lll.A.2.2.2 ESPECTROFLUORIMETRIA
Una vez realizadas las espectras tie absorni6n ultraviolots-visibla so Ilevaran a cabo
los espontras tie axcitaci6ri y tie amisidn tie fluarosnennia do las saluciones,
daterinin~ndose los m~ximos tie axcitacidn y emisi6n pars cads una tie los compuastas.
Estos m~ximos no est~n carregitias par Ia qua no sieinpra oxista una idantificaci6n total
antre los parfilas tie sbsorcidn y los do axnitaci6n.
Coma ys so ha camentatia en Ia parta te6rica, en condicianes normalas s6lsmonte
al retinal y el anatata tie retinilo van a presentar fluorosnancia a tamperaturs ambiento. SFn
embargo, con las salucianes do ciclatiaxtrins so intent6 par un latia consaguir var
fluarescencis a tamparatura ambienta tie otros retinaides tales coma ol rotinal y at ~citia
retinaico y par otra conseguir un suinenta tie Ia fluorascencis en media acuoso tie los
ratinaides qua fluoresnen en salventas argAninos pero no an agus tiabitia a su baja
salubilitiad.
lll.A.2.2.3 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
Pars al retinal. adeinAs do las soluciones do cancentraci6n 2x103 M y 4x103 M
anteriormonta citatiss, so prepararon igualinanta atras tie cancantracidn Sxl 0~ M,
6x103 M y 8x103 M. Una vez completatia Is sgitacidn so obtuviaron los aspectros tie
1H-RMN. Pravismente so abtuvieron los ospactros do 1H-RMN tie las praduntos puras en
claraformo deutaratia. So emple6 TMS coma patr6n interna pars Is abtanci6n do las
espactras en claraformo deutaratia y DSS pars Is obtenci6n tie dichos espoctras en D
20.
Una vaz qua so abtuvo a! complajo an agus tiouterstia, so realizaron las ospantras
tie sbsarci6n UV-VIS y las tie resanancis prot6nica do las salucionas filtratiss. Igualmonte
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so ragistraron dichas aspactras pars las solunianes no filtradas, no sproci~ntiasa
variacionas an al valor del desplazamianto qu(mico coma consecuancis tie Ia filtraci6n. El
espactro tie 1H-RMN reval6 Is existencis del complaja retinal/CD.
Dicha axistencis so pane tie manifiasta par las variaciones en Is aparici6n tie las
picas tie sbsorci6n y desplazainionto qufmica tie las pratanas do Is cicladaxtrins coma
consecuencis tie Is inclusi6n. Las inodificacianas en las valaras do las canstantas tie
acoplamienta (J) tambi4n revelan Is existencis tie un complejo tiabido a qua so deforms Is
cavitiad tie Ia ciclodoxtrins coma consecuennia tie Is inclusi6n.
lll.A.2.2.4 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION IR
Se realizaron los asoectras do absarci6n IR interponianda el camplajo s6lida en K6r.
Pars ella so pes6 uns cantidad tie camplejo apropistis, tie tal forms qua Is noncontraci6n
tie retinal an 01 noinplaja intarpuosto con el KBr rasultase ser aproximadainonte del 2%.
Paralalamanto so raslizaran las aspactros tie absarni6n IR do! retinal (2% p/p) interpuesto
en K6r y do una mazda ffsica tie retinal y B-CD proparstia on Is misina proporci6n an peso
qua Ia qua debar’s onnontrarso on el cainplajo, y so interpuso K6r do tal farms qua Is
cancentraci6n final tie retinal fuese del 2% (pIp). La existencia del complajo so varifica si
se producon variacionos en Is pasici6n a bien tiesaparini6n tie las bantiss tie sbsarci6n IR
carrespondientes a datarminatias crain6foras do Is mal4cula quo so quiera incluir, coma
cansecuoncia del ajusta a Is cavidad tie Ia ciclotiextrins.
lll.A.2.2.5 METODOS TERMICOS
Paralelainente so raslizaran el estudia par termoaravimetri’s (TG), tanta pars el
camplajo liofilizado narraspandiante a Is cancantraci6n tie retinal 4x103 M, coma pars a
mazda f(sica retinal/CD preparada an Ia inisins relsci6n an peso. Pars Is abtonci6n tie las
curvas tie tarinagravimetri’s, so pes6 una cantitiad aprapiada en Is microbslsnzs y so barrid
un intervala do tempersturas camprondido entre as 30”C y Los 320W.
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lll.A.2.3 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LOS RETINOIDES TRAS LA FORMACION
DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION CON CD MEDIANTE HPLC
.
FOTOISOMERIZACION DE RETINOIDES
Dada qua el praceso tie inclusi6n podri’s ser rospansable tie una isoinerizaci6n
parcial tie las inal6culas a incluir, tiebido al tiampa nenesaria pars Is prepsraci6n do los
complejas y tenienda en cuanta qua las ciclotiaxtrinas catalizan nuinerosas reaccianes
fotoqui’micss, so tiecitii6 estudiar si tras Is farmsci6n tie complejos tie inclusi6n con un
tieterminada is6moro apareca atra isdmaro gaam~trica. Pars deterininar Is pasible
axistencia tie alguna tie estos is6meras so utilizd HPLC con tietecci6n UV-VIS, par Ia cual
transcurrido el tiempa do sgitaci6n, so analizaran los distintas cainplejos par HPLC.
Pars Ilevar a caba Is idontificsci6n y nuantificaci6n tie los is6meros gaain6tricos tie
los distintas ratinaides par cromatograffa (HPLC) so prepararan solucianes tie
concantraciones apraximadamanta cinca vanes supariores a las utilizatiss pars doterminar
las aspactros do absarci6n. Ests denisi6n so tam6 can elfin tie ovitar quo las salucianes
se dagratiasan excosivamente, ya qua so cainprobd qua cuanta manor era Is cancentraci6n
tie Is muastra mAs r~pidsmante so tiagratiaba al sor sometids a irradiaci6n. Los disalvantes
quo so utilizaron pars praparar estas solucianes fueron hoxano, etanal y acetanitrila.
Cuando so realizaron las separanianas cromatagrMicss on fasa normal, at tipa tie
columns utilizada fue Lichrasorb Si 60 y coma eluyante so utiliz6 una mazda tie
haxano/eter atflico (95:5 6 98:2, v/v sagt2n los casas). La velacidad do flub utilizada vsri6
ontre 0’S mL/inin y 1’S inL/min, tiepandiondo del tiempa tie ratoncidn del campuesto
estudiada. En algUn nasa so utiliz6 coma faso in6vil uns mazda do etanal/hexano
(5:95, v/v).
Cuanda so Ilevaran a caba las separaciones en fasa invorsa, al tipa tie columns
ompleada fue del tipa C~8 Spharisarb ODS. En asta nasa al tipo do oluyonto usada fue do
naturalaza polar, utilizdndase on Ia mayor’s tie las casas una mozcla tie agus y acotonitrila
en proporcianos variables. En el nasa cancreto del ~cida rotinaica so ample6 uns mezclas
do salventes mAs comploja: scatonitriLo/matanoL/isopropanoL/agua/~nida ac6tico
(30:25:15:30:5, v/v).
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En primer lugar, antos tie analizar medianta HPLC las solucionos can cicladextrins,
se buscd optimizar Is t4cnics, pars Ia cual se inyactaran soluciones patrbn tie retinal todo-
trans y tie sus is6inaros, al 9-cis yal 1 3-c/s y so midieran los tiainpos tie ratanci6n tie cads
uno tie ellas. Do esta matia so so!accion6 Ia sensibilitiad y Is velacidati tie fluja y so
itientificaran los compuestos patrones inadianta su tiainpo tie ratonci6n (tj. So utilizaron
tras disolvantes do polaritiad difaranta (hexano, etanal y acatanitrila) pars salubilizar las
productos objeto tie estudia, detarminAntiase las tiempas tie retenci6n an cads casa.
Tedricamante, an fasa normal, el aluyante deberi’s ser capsz do dosplazar ol
ratinoitie del interior tie Is ciclotiextrina y las tiainpas do rotanci6n daberfan sar inuy
parecidas a las qua so abtianon en al casa tie qua no hubiors camplaja. Cuanda so utiliza
Ia fasa inversa Ia quo so espora os hallar los tiampos tie ratanci6n carraspandiantos al
complejo coma tal, ya qua La fase in6vil (polar) debar’s ser capaz do arrastrar a Is
cicladextrins. Asimisina so espers qua, si par ajainplo Is cicladaxtrina protege ala mol&uls
tie forms aficsz, tiaspu~s do Ia irradiaci6n no so forinan is6meros a Ia hagan on inuy
pequafis praparci6n.
So obsorva coma so produce Is farinsci6n do Las distintas is6maras, sagUn al
tiempa tie irradiaci6n y al disolvante utilizatia, en funci6n del nUmara y posici6n do as
picas qua aparecieran an los cromatograinas. Uns vez qua so han obtuvieran osto tipa tie
datas, so inyect6 una soluci6n qua cantonfa el rotinaitie can Is cicladextrina, ropiti~ndoso
al inismo procaso qua a! qua so ha doscrita pars las saluciones orgAnicas. Las anssyas so
raslizaron tanto an faso normal coma en fasa inversa.
Pars estas estudias tie fatoisomorizaci6n, so dispusiaran las salucionos en cubetas
tie cusrza tie caras transparantas qua so calacaron a 10 cm tie La fuonte do rsdiani6n, an
nuyo fonda so colan6 un pequetio agitador magn6tico pars facilitar Is homogeneizaci6ri tie
Is salucidn contonitia en Is cubeta. Entre Is cubeta y Is fuenta so dispuso un filtro tie carte
Corning 3-74, qua parmita Uninamonta el Paso tie radianionos do longitud tie antis mayor
o igual a 380 nin. Do osts manors so avitan otras pasibles reaccianes fotoqufmicas qua
pudieran toner lugar si osUn prosentes compuestas qua absarban a longitudes do antis
in~s cortas.
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Los tiampas do irrsdiani6n empleadas can ol fin tie alcanzsr el equilibria
fotoostacianaria, so aligiaran generalmente a intervalos tie 30 minutos, aunque en aigunas
casos so tamaron intervalos m~s cartos, segtin las resultadas obtenidas, hasts un tiempo
total quo ascild antre los 60 y los 90 minutos. Pars 01 casa particular del 1 3-ds retinal las
inuostras so Ilegaran a irradiar tiurante 120 minutas.
lll.A.2.4 DETERMINACION CUANTITATIVA DE RETINOIDES
So utilizaran cancontracianes constantes do niclotioxtrina y cancontraciones
variables del retinoitie realiz~ndase Las curvas tie calibrada en cads nasa. Pars ella so
utilizaran funtismontalmente los espectros tie sbsorci6n tie las correspondientes salucianos.
So camprab6 qua hab(a una majors significativa tie Is absarci6n do los ratinoides, si so
campara can los rasultatios abtonidos on agus, ya qua par ejeinpla, so ye clarainento quo
ha habida un notable incramento an Ia salubilitiati do astas inal&ulas can respocta al agus.
Pars Is obtenci6n tie las curvas tie calibrado en agus, so prepar6 una saluci6n madro
del retinoida on etanoL, tie cancantraci6n 5x103 M (pars al todo-trans retinaL so prapar6
asimisma una solucidn inatira 5x1 o~ M). So tamaron slfnuatss tie dicha disolucidn (entra
20 y 100 pL), campletanda an cads casa hasts lOOpL con otanol y despu~s Ilevando el
volumen hasta 10 mL can agus tiastilada, con 01 fin tie obtenar una cancontraci6n final
camprendida antro 1x105 M - 5x105 M, (on a! nasa del totia-trans retinal so inidieran
asimismo cancontranianas an al intorvalo 1x106 M - 5x106 M). Pars las curvas tie
calibratia obtenitiss pars los camplejas tie innlusi6n con cicladaxtrinas, Ia inatadalogi’s tie
trabaja ampleada fue Is misma, salvo en el hocha tie qua antes tie Is prepsraci6n del
complajo so pracodi6 a Is evaporsci6n del salvente arg~nica. En todas los casos Is
nannentrsci6n do cinladaxtrina utilizads fue 1x102 M.
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lll.B. RESULTADOS Y DISCUSION
lll,B.1 FORMACION. DETECCION V SEGUIMIENTO DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION
DE RETINOIDES CON CICLODEXTRINAS
lll.B. 1 .1 ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO Y ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS
COMPLEJOS DE INCLUSION. ESTUDID PARALELO DE LA SOLUBILIZACION
DE RETINOIDES EN MEDIOS MICELARES
Las distintas retinaitios presantan bantiss tie absorni6n tie olavada intonsidati an Is
regi6n tie 300 a400 nin cuanda est~n disueltos on solvontas org~nicas. Una do las farinas
mAs soncillas tie dotectar Is formsci6n tie complajos tie inclusion con ciclatiextrinas
cansiste en abservar Is apsricidn tie in~ximas tie absarci6n a fluarescencia,
desplazainiantos an las in~xiinos ya existantas a bian variacianes an Is intonsitiad tie los
mismos.
Par atra parto, coma ys so ha cainentado an ol apartada ll.A.3., ol retinal y ol
acatata tie retinila prasentan una ti~bil fluorascencia verde caractar[stica, par a quo astas
compuostos so pueden detentar atiacuatismente par aspectrofluorimatrrs. Las
modificacionos on las posicianes tie las in~ximas tie oxcitaci6n y amisi6n fluorascanta a
su intensidati relativa, canstituyen una prueba evidente tie Is farinaci6n tie camplojos tie
inclusi6n can cinlodaxtrinas. Sin embargo pars el retinal y a! icida retinaica no so ha
tiatectada fluorosnoncia en disalvontos argAnicas hasts Is fecha.
En esta ostudia so doscriben las cambios observadas an los ospactros do absarci6n
y fluorescancis do las distintas ratinoides coma cansanuonnia dais forinsci6n tie complajas
tie inclusidn can ciclatiextrinas. Tanienda prosonta Ia baja salubilitiad tie astas campuestas
en agus, tras Is formaci6n del campleja so observa Is aparici6n do bantias tie absorcidn
acompstiadas tie ansanchamiantos y dosplazainientas tie los in~ximos can raspecta a las
absarvados en solventes arg~nicas; igualmento so sprenia uns d4bil einisi6n a temparstura
ambiente, an el caso tie Las darivados consitiorstios coma no luininiscantas, asi’ coma
pequeflas variacianos on las posicianes do los in~ximas tie excitaci6n y fluorasconcia a
intansidad on las bantiss en el nasa tie las cainpuastos luminiscantes.
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En asta apartada so presentan deforms conjunts los resultatios obtenitias inedianto
t4cnicas aspactrofatam~tricas tie absarni6n UV-VIS y espectrafluariin~tricss, dada quo los
espectras tie sbsarci6n contienen uns informaci6n imprescindible pars Is posterior
intorpretani6n do los rosultadas abtonidos par espactrofluorimotri’s. Asimismo, Is
aspactrafotamatri’s UV-VIS nas permito evaluar el retinaide disuelta y Is farinsni6n del
complejo tie inclusi6n. En estas condiciones acasianalmenta so puado absarvar
fluarescencis.
Camanzsremas describientia Las resultatios obtenidas pars 01 retinal con Las distintas
ciclodaxtrinas, ys quo al igual qua pars al rasta tie los ensayos, ol retinal fue tamado coma
mal~cula matielo stendiando a sus peculiares caractorfsticss espoctrosc6picss y
fotaqu(inicas.
LII.B.1.1.1 TODO-TRANS RETINAL/CICLODEXTRINAS
111.6.1.1.1.1 RETINAL/fl-CD
En Is FIGURA 40A so muostra el espactro tie absorci6n UV-VIS del camplejo
retinal/B-CD obtanida par al pracodimionto habitual, on ol quo so pueda sprociar quo an
saluci6n acuosa y tras Is formsni6n del campleja do innlusi6n aparoco Is bands
caracteri’stica do absorci6n del retinal con un in~xima situada a 385 nm. Cabe sofialar qua
el parfil tie Ia bands tie sbsarcidn so onsancha can respecto al qua so abserva en solucidn
atandlica a en haxano. Este ansanchainianta, asf coma el desplazainionta anal mAxima tie
absarci6n, tie spraximadamante 17 nm can rospecto al quo so presents en hexana
(A max = 368 nm, FIGURA 41) y muy semajanta al qua exhibo ol compuesta on etanal (380
nm, FIGURA 42), puetie atribuirse al efecto dot microentarno (palaritiati) on a! quo so
ancuontra inmersa Ia mol4culs.
La FIGURA 43 muostra el aspactra do absorci6n del compleja retinal/B-CD obtanido
par el pracedimianta habitual, coma al qua so describe en Is FIGURA 40A. Sin embargo,
as notoria Is diferancia entre ainbos parfilas ospectralas. El pratocala do trabajo as el
misma on ambos casos y sin embargo, en Is FIGURA 43 puedo spraciarsa Is aparini6n tie
un mAxima tie sbsarcidn pronunniada an tarna a 280 nm. Este mAxima astA prasanto an
numerasas ocasiones y so apracia cuantia no so ha canseguido una buena solubilizaci6n
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Espectres tie excitac/On ,‘A,.,, = 430 nm) y em/s/On fluerescente (A,, = 355 nrn) del comp/ejo
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Espectro tie absorciOn UV-V/S del comp/ejo ret/na//IS-CD en so/uc/On acuosa. A: absorbancia,
A: Iongitud tie enda (nm).
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FIGURA 43; Espectro tie absorcidn UV-V/S del compleje retina//B-CD en so/uc/On acuosa. A: absorbancia.
A: Iongitud de onda (nm).
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tie! campuosto y par tanta Is bands tie 380 nm no oslo suficientementa intensa coma pars
enmascarar Is tie 280 nin.
Este mAxima aparece principalmenta cuanda so farman los complajos non 13-CD y
en raras anasianes on el nasa tie Is HPB-CD. Este hacha puatie ralacionarsa con La
solubilitisti en agus tie estas ciclatiaxtrinas. Asf pues, Is B-CD as inucha inonos soluble qua
La HPB-CD y sus complojas tie inclusi6n presentan un camportamianta paralelo, en a quo
a solubilidad so refiaro. Si an Is soluci6n scuosa existan partfculss sin solubilizar, ys sean
tie retinal, tie B-CD libre a tie compleja no salubilizada, son todos alias origen tie
inicrocristales, qua puetien sor responsablas tie fandinanos tie disporsidn y absarci6n en
tarna a las 280 nin.
Tainbi~n so registraron tie forms paralala las espectras do fluorascancis pars las
complejos con B-CD salubilizada. Hamos tie saflalar an osto punto quo no sieinpra so
abtiana fluorescancis apraciablo, sUn an las casas en qua los ospoctras do absorci6n panan
tie manifiosto Is oxistencis del complajo tie innlusi6n. Cuando so obsarva fluorosnoncia so
puede apraciar al aspentro tie excitaci6n con un m~xiina situado a 355 nin, antances oL
aspactra tie einisi6n prasant6 un mAxima bien rosualta a 430 nin anompafiatia, tie un
hoinbra a 450 nm, al cual no siampre so puedo apraciar do farms clara.
Nuastros trabajos antoriares [1990 L LV] demastraran Is existencis do un camplejo
do inclusidn antre B-CD y retinal, qua exhibe luininisconcia a tainperatura ainbiente con un
rondimianto cuAntico tie fluarascencia do 7x103. El valor nuin~rico del randiinienta
cuAntica pane do inanifiasta qua Is cavidati tie Is ciclodaxtrina sports uns protaccidn muy
efinaz al estado excitado del retinal do tal forms qua puetie absorvarsa luminiscencia pars
una inol4culs qua an saluci6n y a temperstura ambiente no Is oxhiba, y qua Unicainenta
so manifiests a 77 K yen disolvantas orgAnicos secas can un randimionto cuAntica tie 1 0~
[1978 JACS 2626].
Uns vez camprabads Is farinsci6n del complajo do inclusidn ontro retinal y B-CD,
so dacitii6 ostudiar si ol tieinpo tie sgitacidn sdainAs tie cantribuir Is forinaci6n del
complejo, pudiora sar causa tie tiegrstisci6n tie Is inal4cula qua so quiere incluir y
consacuontemanta an esta nasa, habrfa qua nontralarla cuitiadosamonte. En las FIGURAS
44A y 446 50 inuastra Is evaluci6n en Is farinaci6n do! camplejo do inclusidn par
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espactrafatainetri’s do sbsorci6n UV-VIS y par espactrafluarimatri’s respactivainonta. So
puetia spreciar en ambas figuras, ys qua 01 compartainiento as paralelo, qua a las 18 horas
ys existe forinaci6n do complejo. Puasta quo las safiales do fluorescencia obtenidas entre
las 24 y las 48 horas son notables y qua no so obsarva dosaparici6n do las inismas en este
tiempa tie agitaci6n, so reslizaron totias las inedidas dajantia transcurrir 24 haras tie
agitsci6n can elfin tie agilizar los anssyos y puesta qua so considers quo ya so ha formatia
a! camplojo y atiein~s quo ol tiempo tiurante el qua so prolongs al exporiinanta as
aceptabla.
Uns vez establocitia eL perioda consitiarado 6ptima pars Is farmacidn del compleja
tie inclusi6n, so astudi6 Is evoluci6n tie! complajo an soluci6n tiespu~s tie abtanido el
misino. En Is FIGURAS 45A y 456 so prasantan los aspectros do sbsorci6n UV-VIS y do
fluorascencia, abtanidos cuando Is soluci6n so tiej6 on Is ascuridati y a teinperatura
ambionte tiespuds do 0, 10 y 20 tifas. Las variscionas en Is absarbancis yen Is intensidati
tie fluarascencia no son significativas par Ia qua puede afirinarse qua a! cainplajo as
astabla en solucidn y qua par tanto Is 12-CD proparcions un entorno adocuado qua avits Is
dagrsdaci6n tie un campuasta l~bil coma as el retinal.
A Is vista tie los rasultadas antariares, podri’s cansiderarse qua al complojo fuese
establa pora quo so isomorizase en salucidn, aunque on a! casa tie Is B-CD los estudios tie
fotadagrsdaci6n par HPLC ponen tie manifiasto qua Is B-CD protege a Is moldcula. Sin
embargo, si apareciesan is6meras aunque en muy baja praparci6n, Is cantribuci6n al parfil
tie los aspectros tie sbsarci6n y do fluorascancia serfs somajante ya qua ninguna tie las dos
t&nicas nos permite discarnir entra astas is6inoras gaam~tricos.
El compleja s6lido retinal-BCD sa obtuvo segUn al pracodimiento tiascrito en 01
apartatia l!l.A.2.1 (m~todo 2). En aste casa las cancentraciones tie retinal son suparioras
alas habitualos empleadas pars Is abtanci6n del complejo en soluci6n acuosa, debitia a qua
Is inatodologi’s experimental 5sf Ia requerfa. En Is FIGURA 46A so puotie obsarvar ol
ospoctra do absarci6n UV-VIS abtonida tras Is farmaci6n del complejo sdlitia retinal/B-CD
y su posterior disaluci6n an agus en Is proparci6n adocuada. El perfil espactral as fina y
recuarda alas qua so obtianen en salventos org~nicos coma haxano y etanol. Sin embargo
so pane tie inanifiesto Is forinaci6n del camplaja tie inclusi6n par ol dasplazamianta
bstacr6mica del mAxima tie absorci6n, qua so sitUs a 385 nm, al igual qua at obtanido pars
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FIGURA 45A: Espectro tie absorciOn UV-VIS del comp/ejo retinal/B-CD en so/ucidn acuosa. Evo/ucion con
el tiempo transcuruido tins vez que se ha formado at cornplejo. 7) 24 h; 2)70 tilas; 3) 20 ti/as
A: absorbancia. A : Iongituti tie onda (nmL
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Espectro tie absorcidn UV-VIS del complejo retinal/B-CD (SO//do) en so/uciOn acuosa.
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retina//B-CD (sd//do) en soluc/On acuosa, IF in tens/dad de fluorescencia en un/dat/es
art/trar/as. A; Iongitud tie enda (nin).
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al complajo en saluci6n. Coma en osa caso, en ocasianos, cuanda so intents Is formaci6n
tie! complejo s6lida y so detects espactrafotoin6tricamante, so abserva Is spsrici6n tie un
hoinbra a 280 nm (FIGURA 47).
En La FIGURA 4GB 50 muastra los m~xiinos tie oxcitaci6n y einisi6n caractor(sticos
tie! complajo s6lido, ys descritas pars 01 cainplejo en soluci6n. Cabe sefislar quo en esto
caso La rasaluci6n aspectral as manor quo Is qua so aprocia pars al cainpleja en soluci6n.
Igualinanta Ia intonsitiad tie fluorascancia as manor.
Formacidn do complejos tornarias con alcahales
Coma yase ha tiescrito anal apartada ll.A.2. 1.se intentd Is forinaci6n do camplejos
tie inclusi6n on presencia do alcahales, puasta qua coma so describe en Is bibliagrafi’s
11991 AC 1018] [1991 JACS 1573], Ia forinaci6n tie complajos ternarios
CD/hu~speti/aIcahal conlleva Is estsbilizaci6n del campleja y Is majors do las carscterfsticss
aspectrofatain6tricas y aspactrofluarim~tricas do Is mal6culs qua so vs a incluir. En
consocuencia sa saloccianaran coma alcahales el n-butanal y 01 terc-butanol par ser
inmiscibles con al agus y porqua en ol caso del terc-butanal parace qua so sitUs anal barde
tie Is cavidad do Is cicladaxtrina, impidienda qua Is inal4cula hu~spod saLga do su interior
y par tanto astabilizanda el camplejo do inclusidn.
En Is FIGURA 48 so muestra el espectro del cainpleja retinal/B-CD an el qua
pravismente so ha incarparada terc-butanal. Coma so puede apreciar, Is intensidati tie
absorcidn no so increments tie farms significativa par Is adici6n tie alcohol. En Is FIGURA
49 so inuostra el espactro do absorcidn del camplaja retinal/B-CD al qua so ha afiadida una
parte alicuats, do 1 mL, tie terc-butanal despu4s tie habor farmada al compleja. El espectra
do absarcidn UV-V!S presents una intensidad ligoramanta m~s baja quo anal casa anterior
y ella puoda deberse al hacho do quo si 01 terc-butsnal no farina ol cainplejo tornaria, debe
favorecer Is salida tie Is mol4cula tie retinal, quo par tanto so salubilizsr~ an Is fase
arg~nica.
Pars el n-butsnal, las rasultadas fuaron sn~Iogas no obtani~ndosa majors on La
farmaci6n del complaja par Ia cual so tiescart6 este pracedimianto.
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Espectro do absercidn UV- V/S del complejo retinal/B-CD
A: abserbancia, A: Iongitud tie onda (nm).
Iso//do) en so/uc/On acuosa.
A 6.060
Espectro tie absoflidn UV-V/S del comp/ejo retinah/B-CD/terc-butanet B terc-butanol (7%)
se /ncorpord antes tie format el cemp/ejo. A: absorbancia. A: longitud de ondo (nmL
A
Espectro tie absorcidn UV-V/S del comp/ejo ret/nal/B-CD/terc-butano/. El i~erc-butano/ (7%)
so incerpord despu~5 tie/a formaciOn del comp/ejo, A: absorbancia. A: long/tud de onda (nm).
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lll.6.1.1.1.2 RETINAL/HPB-CD
Los compiajas tie retinal can HPB-CD son in~s solublas en agus quo las abtenitios
con B-CD, dabido a qua La HPB-CD as tambi~n mhs solubLe an agus, La cuaL nas perinito
trabajar con concantraciones do ciclodextrina mayares qua on el caso anterior y par tanta
so debar’s favorocer el equilibria tie inclusi6n. En Is FIGURA BOA so presents ol espoctra
do sbsarci6n UV-VIS del complajo retinal/HPB-CD, on al qua so puede apreciar qua a!
m~ximo tie absorci6n pars al camplejo aparece a 387 nm, ligeramento tiesplazado can
respecta a Ia qua so describe pars los complejas retinal/fl-CD (Amax = 385 nm). Esta
paqueflo dasplazamiento puedo atribuirse, bien al antorna tie Is HPB-CD qua as ligarainente
diferante del do Is B-CD, coma al hocha tie quo La cantidad tie retinal disuotto puetia sor
mayor y par tanta al dasplazamianto bstocrdmica sea una consecuancia del aumenta on
Is concantraci6n tie ciclatiextrina [1982 LXXXIV].
Dada qua Is solubilidad en agus tie Is HPB-CD as mayor quo Is tie Is B-CD, as inenos
probable qua so produzcan fen6inanas do sgrupaci6n do inicrocristales, par Ia qua en muy
pacas acasianes puode absorvarse Is apsricidn tie Is bands a 280 nin. Sin embargo,
cuanda so prepsr6 al comploja segUn at m6toda 3 (gata tie clarofarma), puoda spreciarse
anal espoctra tie sbsorci6n un hambro a 280 nin (FIGURA 51), ol cual pueda stribuirse a
inol~culss tie retinal no salubilizatias. La cantidati tie campleja farmado paroce pequefis
puasto qua no apareco Ia bands tie absorci6n csrscterfstics, con 01 in~ximo a
sproximadamonto 380 nm y adainAs el porfil tie absarci6n ost~ notablemonte inodificatia.
Par todo ella esto m6todo tie prepsraci6n del cainplejo no so cansider6 coma el inns
stiecustia.
Los ospectros do axcitacidn y amisi6n fluorescante (FIGURA 506) muestran
inAximas situados a las misinas longitudes tie antis qua las qua so spracian pars las
complejos retinal/B-CD. Las caracter[sticas tie Is inclusi6n pars ambas cicladoxtrinas son
par tanto son inuy semojantes.
Do forms an~loga a Ia descrita pars Is B-CD, so abtuva el compleja sOlida
ratinal/HPB-CD, y una voz abtenitia so disolvi6 en agus, registr~ntiose el ospectra tie
absarci6n tie asts saluci6n (FIGURA 52A). A! gus! qua en el caso tie Is B-CD, Is bands tie
absarci6n pars ol cainploja s6litia es inAs intansa quo cuando at cainplaja so obtiano on
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F/GUM 508: Espectros tie excitacidn Mn,,, 430nm) y em/s/On fluorescente (A,, = 335 nm) del COtflp/e,/o
retinal/HP/i-CD en so/uc/On acuosa, IF: in tens/dad tie fluorescencia en unit/odes arigtrar/~5
A: long/tud tie onda torn).
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Espectro tie absorcidn UV- V/S del cemp/eje retina//I-/PB-CD en so/ucidn acuesa.
A: absorbancia. A: long/tud tie enda(nm).
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F/GUM 51: Espectro tie absorc/On UV-V/S del cornpie/c retina///-IPB-CD en so/uc/On acuosa. preparado
por el m~tode 3, A: abserbancia, A: longituti tie onda (nin).
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solucidn. Asimisina al intxiina tie emisi6n pars aste complejo so ancuantra situado a 387
nm coma an el caso del cainplojo disuelta. Paralalainente so registraran las aspactras do
oxcitacidn y oinisi6n do fluarascencis. Los in~xiinos aparecen on las pasicianos
carscterfsticas a! igual qua los tiescritos pars a! camplejo en sofuci6n (A6, = 355 nm,
= 430 nm)1 si bion ol parfil espectral presents una manor rosaluci6n (FIGURA 526).
111.6.1.1.1.3 RETINAL/DMB-CD Y RETINAL/TMB-CD
DM12-CD y TMB-CD son dos ri-ciclotiextrinas inadificadas qua ost~n
camercializadas, par a qua so estudid si al comportainianto del retinal era anAlago al tie
Ia inclusi6n en B-CD. Ambas ciclotiaxtrinas son m~s hitirosolubles at misma tieinpa quo su
cavitiad as m~s hidr6foba qua Is tie Is B-CD debitia a Ia sustituci6n tie las -H par grupos
-CH3. Asiinisina, las caractori’sticas gaamdtricas do su cavidad son ligarainente diferentas
do las tie Is B-CD, siendo tie forms in~s alargatia, tiebido a los sustituyentas matilicos. Este
hocho as m~s inarcado cuanto mayor as La sustituci6n.
Las complejas so abtuvieran tie Is forms habitual y transcurrido el tiempo tie
agitaci6n so ragistraron los ospactros do sbsarci6n UV-VLS (FUGURAS 53A y 54A). La
solubitizaci6n en al casa tie Is DMB-CD, as buena y al complejo presents el mAxima tie
absorcidn csrscter[stica a 385 nm. Sin embargo, an los distintos ansayos ancaininstias a
Is obtenci6n del complejo can La TMfl-CD, Is solubilizsci6n no as tan buena, coma La
demuostra ol hecha tie quo las absarbancias obtonitias son mAs bajas. Asimisina el mAxima
do sbsorcidn del cainploja so presents a 365 nm, longituti tie antis muy semejanto a Is quo
exhibe at retinal disuolto en haxano.
La presoncis tie este mAxima a una longitud do antis tan parocids a Is quo so
obtiane en hexano patirfa atribuirse al hecho tie qua Is cavitiad do Is TMB-CD as mucho
menos polar qua Is do Is B-CD y par tanto potirfa ser comparable al microentarno do un
solvente tie baja palaridati coma as el hexano, tie forms similar a coma el entorna tie Is B-
CD presents una polaridad seinejanto a La del atanal. La baja absorbancia abtonida an este
caso puedo ostar relacionada con qua Is capacitiati do panatraci6n dais molAcula tie retinal
an el interior do Is TMB-CD sea mucha manor, tiobitia a qua Is cavitiad as inAs alargatis y
mAs estracha en uno do sus axtremos (tianda se sitUan dos tie los tros sustituyontes
inatilicos), par tionda norinalinenta so produciri’s La inclusi6n, par ser al bortie mAs ancho
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F/GUM 538: Espectros do excitac/On (A,n, = 430nm) y emisicin fluorescente (A,, = 335nm] do!cornp/ole
retinal/DMfS-CD en soluc/On acuosa, lF: intens/dad do fluorescenc/a en un/dat/es artit-arias
A: long/tud do onda (nin).
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FIGUFA 53A: Espectro do atsorc/On UV-V/S del comp/ejo retina//DMB-CD en so/uc/On acuesa
A: absorbancia, A: Iongitud do onda fnm).
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del anillo do Is CD. En consecuoncis Ia inclusi6n esti mis dificultada y par tanta Is fraccidn
tie mal6culss solubilizadas as manor. Si cansitieramos qua Is TMB-CD presents los -OH
priinarios sustituidos par grupos inetilos, La antratis tie Is mal~cula huosped debo verse
dificultatis par estos grupos metila y en cansecuencia Is solubilizaci6n as baja. En el caso
tie los ratinoities, el rosto mis hidraf6bica tie Is maldcula as ol snub tie ciclohoxena a
trav~s del cual debe praducirsa Is inclusi6n. Sin embargo, pars Is TMB-CD Is antratia tie
osto agrupainiento son oxtremadamanta tiiffcil.
Los espectras tie fluarescencis registradas pars las solucianas tie ostos cainplejos,
ratinal/DMB-CD y rotinal/TMB-CD (FIGURAS 538 y 542), guardan una estrocha carrelsci6n
can Ia qua so ha descrita par absarciometri’s UV-VIS, ya qua pars al camplajo do DMB-CD,
Is intensidad tie fluarescencia obtanida as mayor qua pars Is TMB-CD, puesta qua Is
salubilizaci6n tie Is mal6cula, on esta Ultimo casa, as manor. El descensa tie Is
fluarescencis pars TM12-CD puode estar estrechamonte relacionado can Is manor
panatracidn tie Is mal4culs hu~speti.
Al igual quo pars las otras ciclodaxtrinas, so prepararon los complejos sdlidos tie
retinsl/DMB-CD y retinal/TMfl-CD, disolvi~ntiose posteriarmente on un volUmen apropiado
do agus y pasteriarinante so abtuvioron los espactros do absorci6n UV-VIS (FIGURA 55).
En estos essos, a diferencis do Ia descrita pars S-CD a HPS-CD. dande los espectros do
absarci6n UV-VIS inastraron bantias finas a intensas, Las espectros prosentan pacs
resolucidn y las absarbancias son bajas. Los ospectros tie fluaroscencia inuastran uns
intansitiati muy baja, par La qua su axposici6n resuLts irroLovante.
111.8.1.1.1.4 RETINAL/a-CD
So prepararon complojos entra retinal y a-CD. El tsmaiio do ests ciclotiaxtrins Os
mis ratiucida quo ol tie Is fl-CD y sus snilogas madificadas, par Ia quo cabe esperar qua
La formaci6n dot compleja tie incLusi6n tongs csrscterfsticas distintas, an funci6n tie La
goametri’s do Is cavidad. En Is FIGURA 56A, se muastra el aspactra tie sbsarcidn UV-VIS
del complejo qua so obtiene, tras 24 haras tie agitaci6n can a-CD. So puade sprociar quo
Is absorci6n as pricticainanto tiespreciabbo y probablementa Is absarbancis qua so detects
sea dabida a una pequefis frscci6n tie rotinal solubilizada. Los espectras do oxcitsci6n y
emisidn fluarescente (FIGURA 566) presontan uns muy baja pera detectable luminisconcis,
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Espectre de absorclon UV-VIS del comp/ejo ret/na//TMB-CD en so/tic/On acuosa.
A: absorbancia, A: long/tud de onda (nm).
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Esoectros tie excltacidn (A,,. = 430 nrn) yem/s/On fluerescente (A,, = 335 nrn) del comp/ejo
retina//TMB-CD en so/uc/On acuosa, IF: Intens/dad tie t/uorescenc/a en un/dat/es arbitrar/as,
A: Iongitud tie ontia kim).
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F/GUM 55: Espectro tie absorcion UV-V/S tie/os comp/ejos retina//DMB.cn (1) y TMB-CD (2) en se/ucion
acuosa. A: absorbancia, A: long/tud tie enda (nm).
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F/GUM 568: Espectros t/e exe/tac/On (Ann, = 430 nm) v em/s/On fluorescente (A,, 335 nm) del comp/ejo
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A: long/kid de onda (nm).
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mucho manor qua pars Is B-CD y andlagas, con los in~ximos situadas an las mismas
pasicionas quo las descritas pars Is B-CD. Nuestras resultados anterioras deinastraran qua
al rondimianta cuAntico tie fluorescencia tie este complajo as muy baja, < 1 0~ [1989 ACA
297].
En al caso tie Is a-CD paraco probable quo Is inol4cula do retinal farina un complaja
tie carater(sticas muy distintas a las del comploja retinal/B-CD, ya qua el tainaflo tie ambas
cavidades as spreciableinente diferante. En ostas condicianas, el snilla tie ciclohexano
probablomante no puodo ontrar an Is cavitiad tie Isa-CD y par ella Is inclusidn so protiuciri’s
a trav4s del oxtroma carbanalica do Is cadons etil6nica, qua as el qua presents un tsinatio
adacuado pars incluirse on Is cavitiad tie Is a-CD. El extramo carbanflico as ol mAs polar
do Is inol~culs y par tanto Is prababilidad do Is formaci6n tie un compleja tie inc!usi6n as
baja. Sin embargo dicho complejo exista, coma so puotie aprociar par Is poquefia
salubilizaci6n qua so observa en el espectro do absarci6n.
La fluaroscancis abtenids pars aste complaja citado as muy d~bil pera detectable
an las candiciones habituales tie madids. Ella iinplica quo ol proceso do inclusi6n transcurra
par distintos caminos a coma sucedo can Is B-CD. Si coma homos afirmatia Is parte
incluids os ol oxtramo polar tie Is mol~culs y Is einisidn luminiscento ost~ rolacianada can
La monar tiessctivaci6n del estada excitatia coma cansocuoncia do las procesas tie rataci6n
qua sufre Is inal4culs do retinal al no astar incluida al anillo tie ciclohexano, Is ratsci6n as
mucho mayor y canlleva una disminuci6n tan marcada on Is fluorasconcis.
En el casa do mal4culas grandes, so han dascrito complajos con distintas
carscteri’sticas pars Is inclusi6n, sogUn so trate do a-, B- a v-CD, ya qua segUn sea ol
tamaflo tie Is cicladoxtrina, Is parta do Is mal&ula qua entra as difaronto. Ask Is
pragastorana farms camplajas tie inclusi6n con a-CD (K3 = 150), B-CD (K3 = 13.000) y
v-CD (K8 = 24.000) y Is digaxins con a-CD (K8 = 180), B-CD (K8 = 11.200) y con v-CD
(K3 = 12.200)11987 L XLIII. En astas mal6culas grandes so produce inclusi6n on el caso
do a-CD, para las canstantas tie ssociaci6n son mucho inenores, probableinante porque
ol afocto do impedimenta est&ico abstaculiza el proceso. En nuostra caso, so tiomuestra
un praceso sn~laga, dada qua so produce un marcado dascansa anal valor del randimianta
cu~ntico tie fluaroscancia pars el camplajo con u-CD (0~< 10-a) comparado can el
rendimionta cu6ntico qua so obtiane pars el cainplejo con B-CD (@~= 7x103).
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Al igual qua Ia doscrita pars atros casos anteriaras, so abtuvo al complejo s6lida
retinal/a-CD. En Is FIGURA 57A, so muestra ol aspactro tie absorci6n UV-VIS del complojo
s6lido tras su tiisoluci6n en agus. So puatie spreciar una bands do sbsorci6n do intensitisti
relativamante baja, con un mAxima situstia a 375 nm. En Is FIGURA 57B so muestra eL
espectra tie einisi6n tie dicha compleja, en al quo puetia observarse quo Is intensidad tie
fluarescancis as muy ti~bil.
LII.8.1.1.1.5 RETINAL/v-CD
El aspactro do absarci6n UV-VIS del complejo formado antre al retinal y Is v-CD
(FIGURA 58A), inuostra uns intensitiati tie absorci6n spreciablo can uns bands bien
dofinitis y el m~ximo tie absarci6n situstia a 375 nm, ligaramanta dosplazado con raspecto
a Ia qua so observa en los camplejas con B-CD.
La FIGURA 588 inuastra las espectros do excitacidn y tie emisi6n fluorescente del
citatia complaja. La intensitiad tia amisi6n as ligeramenta superior a Is datactatia pars los
cainplajos can a-CD pero significativainenta inferior a las tie Is B-CD a HPB-CD.
El complejo s6lido formado ontre ol retinal y Is y-CD da lugar a un espectra do
sbsorci6n UV-VLS can una bands do intansitisti elavatia (FIGURA 59A) v un mAxima
situatia a 385 nm, tiando lugar a uns emisi6n fluarascente cuys intensidati ost~ en rolsci6n
con Is intansitisti do Is bands tie absorcidn del complejo forinado (FIGURA 596).
Las mancionatias ospactras tie absarci6n y fluarescencia tiemuostran Is oxistancia
tie un camplajo do inclusi6n entro retinal y v-CD. Dada qua Is cavidad do Is v-CD as
significativamanto mayor qua Is tie Is B-CD, Is inclusi6n en Ia v-CD puedo protiucirse
invalucrando al snilla do ciclahexena pera puasta qua el tamalia tie Is cavidati tie v-GD as
mayor qua el do Is S-CD, el retinal se encuantra solubilizada, puesto qua esti incluida,
tiando lugar a ospectros tie absarcidn UV-VIS do intensidaties spreciables parc con Libortad
pars rotar. Si Is inal~culs do retinal no so encuantra constraflida, puatia girar
tiasactivAndoso ol estada axcitatia, Ia qua axplicarfa Is baja fLuorescancia abservatia an eL
case tie Is v-CD. La disininuci6n do Is intensidad tie fluorescancia do este complejo con
rospecto a Is abservada pars al camplajo con B-CD, so explica si so compare La inol~cula
tie retinal con Is tie La prastaglandina F20, uns inol&uls tie cadenas etiL6nicas unitia a un
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F/GUR.A 58B: Espectres tie excitaciOn (A,,,, = 430 nin) V em/s/On fluorescenz~e (t = 335 nin) del COinp/eje
ret/na//v-CD en so/ucidn acuosa, IF: intensidad tie fluorescencia en un/dat/es arbitrar/as
A: long/tud de onda (nini.
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F/GUM 5DB: Espectros tie exc/taciOn (A,~ = 430 nm) v em/s/On fluerescente (A., = 335nm) de/ comp/eje
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anillo tie ciclopentana, qua guards uns cierts siinilitud can al retinal y forms complojas tie
inclusi6n can Los distintas tipos tie ciclodextrinas con goametrfss diferentes, sientia el m~s
favorocitia squol on el quo Is inclusi6n so produce can Is B-CD.
LLI.B.1 .1.2 1 3-CbS RETINAL/CICLODEXTRINAS
111.6.1 .1.2.1 13-C/S RETINAL/B-CD
So obtuvo el compleja tie inclusi6n entre B-CD y este is6inera geain~trico del toda-
trans retinal. En Ia FIGURA 60A, so aprecia Is bands tie absarci6n csrctar(stica del retinal
con un mAxima a 380 nin, apareciontia tsmbi4n atra pica tie absorcidn a 280 nin, quo
coma ya so ha comantatia puetie ser debitia a Ia prosencis tie micracristales. El valor do
La absorbancia indica qua Is salubilizsci6n del compuesto as elevatis.
Este compleja tie inclusi6n presents fluarescancia can mtxiinas a A0~ = 335 nin,
= 420 nm (FIGURA 608). El tiosplazamiento qua so abserva hacis menores longitudes
tie antis, tanto en al mAxima tie excitaci6n coma tie emisi6n fluorescente puodo tiobarso
a qua astos ospactros tie fluaroscancia so obtuvioron con el aspectrofluor(metra Porkin
Elmer motielo MPF-2A. Par ella so puatie consitierar qua las caracter(sticas
espoctrofluorim~tricss tie asta camplejos son las mismas qua las del camploja tie! retinaL
tada-trans.
IJI.8.1.1.2.2 13-C/S RETINAL/HP13CD
El ospactra tie absarci6n do aste complojo en saluci6n scuasa presents Is bands
carscter(stica del retinal inuy bien tiafinids y astrecha, con un mAxima a Am8, = 385 nin
(FIGURA 61A). Su porfil aspectral racuerda notablamente alas espectros do sbsorci6n do
estos campuestos, cuando ast~n disualtos on solventos org~nicas, to qua indics quo La
fracci6n tie praducta solubihizado as alevada.
En Is FIGURA 616 so sprecis quo Is intensidad tie fluoroscencis tiasarrallads pars
este cainplejo do inclusi6n as superior a Is quo so obtiena can al do B-CD coma potirra
esporarsa an funcidn tie qua su aspoctro tie sbsorci6n indics qua ol procasa tie inclusi6n
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FIGURA 60A: Espectra tie absorciOn UV-VIS del comp/ejo 73-c/s retinal/B-CD en seluc/On acuesa.
A: absorbancia, A: leng/tud de enda (am).
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F/GUAM 608: Espectros de excitac/On (A,n, = 420 nm] )/ em/s/On f/uerescente IA,, = 335 nin) del complejo
73-c/s retina//B-CD en so/uc/On acuosa, /F: /ntens/tiad tie fluorescenc/a en unit/odes
arbitrar/as, A: /eng/tut/ de onda Inn,).
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F/GURA 618: Espectres de exe/tac/On (An, = 420 nin) Y em/s/On fluorescente (~. = 340 rim) del ceinp/ejo
13-c/s ret/nal/HPB-CD en so/uc/On acuosa, IF: in tens/dad tie fluorescencla en unit/aries
art/trarias, A: long/tud tie ontia kim).
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es mAs oficsz. Al igual qua en el caso tie Is B-CD, los mAximas tie excitaci6n y tie amisi6n
so ancuantran ligaramanta tiesplazados a A0, = 340 nm, Aem = 420 nm.
111.8.1.1.2.3 13-C/S RETINAL/DMB-CD Y TMB-CD
El compartamiento tie ostas cainplejos tie inclusi6n es muy semajanta al descrita
pars a! isdmera toda-trans. Asi’ pues, Is DMB-CD parace praducir una poquafis
solubilizsci6n tie Is mal4culs (FIGURA 62A), miantras qua Is TMB-CD origins un espectra
tie absorci6n UV-VIS dando as diffcil distinguir el perfil csrsctori’stico tie Is inal~cuIa
incluida y Ia qua so aprocis as debido en gran parte a Is dispersi6n (FIGURA 63A).
Par al cantraria, ainbos complejos do inclusidn pratiucon los espectras do
fluaroscencia csrsctari’sticos del camplejo (FIGURAS 626 y 636), can mAximos lacalizatias
a A0, = 335 nin y As,,, = 420 nin. En ainbos casas, Is bands tie emisi6n as m~s ancha y
ssiin6trica qua en ol casa tie los camplejas con HPB-CD y B-CD. Asiinismo, Is intansitisti
do omisi6n del complejo con TMfl-CD as ligarainento manor qua en ol caso tie Is DMB-CD.
111.6.1.1.2.4 13-C/S RETLNAL/u-CD
El camploja can a-CD muestra Is bands do absorci6n caracter(stica tie! retinal can
uns absarbancia baja (FIGURA 64A). Sin embargo muestra a! parfil csracteri’stico a
difarencia do Ia qua so produce normalmente an el caso tie Is a-CD.
Este camplojo presents fluarascancia con csractori’sticas prapias del complejo tie
inclusi6n (FIGURA 646) pero mAs tidbil qua La quo so apracia pars las cainplojos can 12-CD
y sn~lagos.
ILL.B.I.1.2.5 13-C/S RETINAL/v-CD
En La FIGURA 65A so presanta al aspoctro tie absarcidn UV-VIS del complaja tie
inclusi6n formado, pudidndose tietoctar uns bands ancha con un mAxima a 385 nm, coma
habitualinante so observa anal caso tie Is v-CD. La bands tie absorci6n as ancha para ostA
bian definida par Ia quo Is mol4cula incluitia tiobe astar aprociablainente solubilizatis. En
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FIG URA 628: Espectros tie exc/taciOo (A,,.,, = 420 rim) y em/s/On fluorescente (A,, 335 rim) del compleje
I3-cis retinal/LIMB-CD en so/uc/On acuosa. IF: Intens/dad de fluorescencia en unit/at/es
arbitrarias. A: Longitud tie enda (rim).
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los espectras do oxcitscidn y emisi6n fluarosconto, no aparecon madificaciones
significativas qua sean dignas do monci6n (FIGURA 656).
111.6.1.1.3 9-C/S RETINAL/CICLODEXTRINAS
lll.6.1.1.3.1 9-C/S RETINAL/B-CD
El espectra tie sbsarci6n UV-VIS del camplaja do inclusi6n tie este isdinara (FIGURA
66A) guards uns gran similitud on cuanto a porfil, pasici6n do los mAximas a intensitiati
do absarcidn, can Ia descrita pars el is6inero 1 3-c/s. En asta caso, 01 mAxima
correspondiante a Is rogi6n visible do sbsarci6n del cainplajo sparece a 375 nin. Este
dasplazamienta hipsocr6mica con respocto al compleja toda-trans retinal/B-CD puotia
tiebarso a qua ol 9-c/s retinal disuelta an solvantes orgAnicas presents un desplazainianta
hipsocr6mico dal mAxima da absorcidn con respecta al tado-trans retinal v asa mismo tipo
tie desplazamiento patirfa abservarse tras Is farmaci6n del compleja do inclusidn.
Los inAximas do oxcitscidn y emisi6n fluaresconte aparocon a ±4g.,, = 310 y 335 nm
yA8n, = 430 nm (FIGURA 666). La intansidad tie oinisi6n as tie magnitud somejante a Is
qua so obsorva pars camplejo 13 c/s-retinal/B-CD.
111.8.1.1.3.2 9-C/S RETINAL/HPB-CD
A duferencis tie Los atras is6maros do retinaL, pars Las cuaLes eL proceso tie incLusi6n
on HPB-CD os muy favorable, en al caso del 9-c/s Is inclusidn con osta cicladoxtrina as
muy tiifi’cil. El espectro tie absorci6n UV-VIS tie osto compleja (FIGURA 67A) si bien
muastra Is bands do absarci6n del retinal, su porfil espactral no as csracter(stica del
mismo, no quedanda do farms dofinida Is bands tie 380 nm. Si an esta experiencia Is
solubilizscidn del campuesta can ests ciclodoxtrins no as eficsz coma en otros casos,
potirfa say debido a quo Is incLusi6n estuviera dulicuLtada dabido a Los probLamas tie
impedimenta eslArica coma cansecuencia do Las interaccionos entre las grupos
hidraxipropila do Ia cicladoxtrins y Is geometri’s do Is mol~cula qua so quiere incluir.
Las aspactros tie fluarescancia muostran carscter(sticss inuy somojantes a las
doscritas pars La (1-CD (FIGURA 676). si bien en oste casa Is intonsitisti tie fluarescencia
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Espectro de absorción UV-VIS del complejo 1 3-cts retínal/y-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nnú
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FIGURA 658: Espectros de excitación (Aem = 420 nmi y emisión fluorescente (Aey = 335 nm) de/comp/e/o
1 3-cis retinal/y-CD en solución acuosa. IF: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda innt.
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FIGURA 668: Espectros de excitación (Aem = 430nm) y emisión fluorescente (~e,< 340 nm) de/complejo
gris retinal/l3-CD en so/ución acuosa. /F: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
.4: longitud de onda (nm,>.
Espectro de absorción Uy-VIS del complejo 9-cis retina//8-CD en solución acuosa.
A: absorbaticia. A: longitud de onda (orn).
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FIGURA 67B:
Espectro de absorción Uy-VIS del complejo .9-cis retinal/HPB-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda Cnn>~>.
340 580 4A(nm)
Espectros de excitación ~ = 420 nm) y emisión fluorescente (Aa, = 335 nm) del complejo
.9-cis retinal/HP8-CD en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nm).
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es ligeramente superior a la que se observa para el complejo con 13-CD. Esta mayor
intensidad de emisión puede atribuirse a fenómenos de dispersión de la luz debido a que
al no ser la solubilización completamente eficaz, persisten partículas en suspensión, bien
del retinal, bien del complejo.
lll.6.1.1.3.3 9-CIS RETINAL/DMB-CD Y TMIA-CD
Los espectros de absorción UV-VIS de los complejos de 9-c¡s retinal con estas
ciclodextrinas modificadas se presentan en las FIGURAS 68A y 69A. El complejo de
inclusión con DMIA-CD exhibe en el espectro de absorción la banda con un máximo a 280
nm y sin embargo el máximo a 380 nm no aparece de forma clara sino englobado en la
banda de 280 nm. Contrariamente a lo que sucede en los isómeros anteriormente
descritos, la TMI3-CD forma un complejo de inclusión con el 9-cis retinal, que presenta la
banda de absorción característica de 380 nm y buenas características de solubilidad.
También aparece la banda de 280 nm.
De todas las experiencias realizadas con los distintos retinoides, este es el único
caso donde se origina la banda de absorción característica de la molécula solubilizada con
la TMI3-CD. Podría pensarse que dadas las características geométricas de este isómero y
la sustitución de esta 13-CD modificada, el proceso de inclusión se conduzca de distinta
forma a lo habitual. Así, podría suponerse que el extremo polar junto con la cadena podría
incluirse en la cavidad de la ciclodextrina dando lugar a una buena solubilización. Sin
embargo la señal de fluorescencia no es tan elevada como cabria esperarse, de acuerdo
con el espectro de absorción (FIGURA 696) debido a que si fuera la cadena la parte
incluida de la molécula, ésta estía solubilizada pero con posibilidad de rotar en el interior
de la cictodextrina, conduciendo a la desactivación del estado excitado.
Los espectros de excitación y de emisión fluorescente del complejo obtenido con
la DMIS-CD (FIGURA 68B> presentan máximos a.A~,< = 335 nm,Á.m 420 nm, al igual que
en el caso de la TMIS-CD. Dado que se obtiene una señal de fluorescencia adecuada y
puesto que los complejos de inclusión con DMfA-CD en el caso de otros retinoides
conducen a una buena solubilización de la molécula, podemos afirmar que el 9-c¡s retinal
se incluye en la cavidad de esta ciclodextrina, tal vez por el extremo polar de la cadena,
204 Resultados y Discusión
riN. tZ.522
5~a. ~-
408.
36 0.
25Q.
288.
FIGURA 68A:
30
IF
10
FIGURA 688:
Espectro de absorción Uy- VIS del complejo 9-cís retinal/DM8-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nm).
340 580 A(nm)
Espectros de excitación (t. 420nm) y emisión fluorescente (Aa, = 335 nm) del complejo
9-cis retina//DA4/1-CD en so/ación acuosa. it: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nm).
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FIGURA 698:
Espectro de absorción UV-VIS del complejo .9-cis retinaí/TMI3-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (nnO.
220 340 )
Espectros de excitación M,,n, = 420 nnO y emisión fluorescente M,~ = 335 orn) del complejo
Sois retinal/TMIS-CD en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nm).
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pero ignoramos la razón por la cual el espectro de absorción no indica una solubilización
adecuada de la molécula.
Para explicar el comportamiento de> 9-cis retinal con la OMIA-CO y la IMIZ-CO,
podrían asimismo hacerse consideraciones de polaridad, si suponemos que es el extremo
polar y parte de la cadena los que se incluyen en la cavidad de la ciclodextrina. Así pues,
teniendo en cuenta que la cavidad de la DMIA-CD aloja mejor a moléculas hidrofóbicas que
la TMI3-CD, el extremo polar del 9-c¡s retinal sería más difícilmente incluido por la DMI&-CD
que por la TMB-CD, lo que explicaría su comportamiento con respecto a la absorción.
111.6.1 .1.3.4 9-GIS RETINAL/a-CD
A diferencia de lo que sucede generalmente con otros retinoides, en el caso de la
a-CD el espectro de absorción Uy-VIS del complejo con el 9-cis retinal (FIGURA 70A),
muestra la banda de absorción característica de la molécula solubilizada, con un perfil
espectral definido, si bien la absorbancia obtenida es relativamente baja. Igualmente en
este caso y en concordancia con lo que se observa en el espectro de absorción, los
espectros de excitación y emisión fluorescente (FIGURA 706> exhiben una fluorescencia
apreciable. Los máximos de excitación y emisión fluorescente se presentan como en el
caso de las otras ciclodextrinas, a ‘de, = 335 nm, ~~em = 420 nm.
En esta ciclodextrina se observa con dificultad fluorescencia para los otros isómeros
y retinoides estudiados. Para ellos se ha supuesto que el retinal entra en el caso de la a-CD
por el extremo polar y no por el anillo de ciclohexeno ya que la cavidad de la ciclodextrina
es demasiado pequeña para que entre el anillo. En el todo-trans retinal y en el 1 3-c¡s retinal
si entra el extremo de la cadena, la salida de la molécula debe también producirse
fácilmente. Por ello no se observa en los espectros de absorción la banda característica de
380 nm, ya que en la misma medida que entra la molécula se produce su salida. Sin
embargo la geometría de la molécula de 9-cis retinal condiciona un comportamiento
peculiar en el caso de la a-CD y la TMII-CD. Si nos centramos en los resultados
experimentales obtenidos para la a-CD, podemos pensar que el 9-cis retinal entra en la
cavidad de la ciclodextrina a través de la cadena y el extremo polar, y que esta unión es
estable, a diferencia de los otros retinoides de disposición todo-trans, debido a que la
molécula de 9-cAs retinal “se dobla” por el enlace central de la cadena etilénica, pudiendo
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Espectro de absorción Uy- VIS del complejo .9-ds retinal/a-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda Inmí.
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PIGUISA 7DB: Espectros de excitación ~ = 420 nm] y emisión fluorescente lA,, 335 nm) del complejo
9-cis retinal/a-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
A: longitud de onda forní.
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quedar el anillo ciclohexénico adherido a la superficie externa de la ciclodextrina y
estabilizarse de este modo el complejo. Este mismo hecho impide su rotación y permite
observar fluorescencia en el caso de la a-CO a diferencia de los otros retinoides <FIGURA
71).
lll.6.1.1.3.5 9-CtS RETINAL/y-CD
El espectro de absorción Uy-VIS de este complejo de inclusión (FIGURA 72A)
muestra un perfil espectral no bien definido. La banda de absorción del 9-c¡s retinal tiene
un valor de absorbancia inferior al que se obtiene para la a-, t~- e HPB-CD.
Los espectros de excitación y emisión fluorescente presentan los máximos
característicos a A~ = 335 nm y = 420 nm (FIGURA 726), la intensidad de emisión
es ligeramente superior a la observada en el caso de la a-CD.
Dado que el perfil del espectro de absorción Uy-VIS guarda una cierta semejanza
con el que se obtiene para la a-CD, podría pensarse en que el modo de inclusión del 9-cts
retinal es análogo. Sin embargo, si tenemos en cuenta que la cavidad de la y-CD es más
amplia parece lógico pensar que la inclusión se produzca a través del anillo de ciclohexeno.
No obstante, como el impedimento estérico para esta molécula de 9-cAs retinal es alto,
puede ocurrir que la penetración del anillo en la cavidad de y-CO no sea completa debido
a que la cadena plegada, en este caso por el tamaño de la ciclodextrina, no puede
acomodarse a la superficie externa.
111.6.1 .1.4 TODO- TRANS ACETATO DE RETINILO/ CICLODEXTRINAS
lll.B.1.1.4.1 ACETATO DE RETINILO/IS-CO
El acetato de retinilo muestra un máximo de absorción a 327 nm en hexano
<FIGURA 73) y etanol (FIGURA 74). El complejo de inclusión con B-CD presenta el máximo
de absorción con un desplazamiento batocrómico muy ligero con respecto a la solución en
hexano, situándose a 330 nm (FIGURA 75A). En esta figura se puede apreciar que el
máximo de absorción del complejo no es tal, sino que se convierte en un hombro debido
a la proximidad de la banda que aparece a 280 nm, y que como en otras ocasiones es
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FIGURA 728:
Espectro de absorción Uy-VIS del complejo 9-cis retinaí/y-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (nml.
220 340 ui(nm>
Espectros de excitación ~~em = 420 nml y emisión fluorescente M,, = 335 nml del complejo
9-cis retinal/yCD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
A: longitud de onda (nmt
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Espectro de absorción Uy-VIS del acetato de retinilo en hexano. A: absorbancia, A: longitud
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atribuible a los agregados microcristalinos, bien del complejo, bien de acetato de retinilo
o bien de l3-CD presentes en la solución.
Se puede apreciar que en el caso del acetato de retinilo, el perfil de absorción es
marcado, pero las absorbancias son más bajas de lo que cabría esperar. En consecuencia
parece que la solubilización del acetato de retinilo por la 13-CD, comparada con la del retinal
es mucho menos eficaz. Si se comparan los valores de las constantes de asociación de los
complejos retinal/l3-CD <log K = 5’99) y acetato/13-CD <log K = 4’81) se puede apreciar
que la constante de asociación en el caso del acetato es menor aproximadamente un orden
de magnitud y por tanto las absorbancias pueden ser menores.
Paralelamente se obtuvieron los espectros de excitación y emisión fluorescente del
complejo acetato de retinilo/I3-CD <FIGURA 756). El complejo presenta una fluorescencia
apreciable probablemente debido a que la molécula de acetato es fluorescente “per se”.
Los máximos se sitúan a Á~, = 355 nm, ‘~ém = 430 nm. Cabe señalar la aparición, en el
espectro de excitación, de un segundo pico a Á8, = 390 nm y de un hombro a 460 nm en
el espectro de emisión.
lll.BA.114.2 ACETATO DE RETINILO/HPBCD
En la FIGURA 76A se presenta el espectro de absorción UV-VIS del complejo
obtenido entre el acetato de retinilo y la HPB-CD, en el que se aprecia que la absorbancia
de la solución no es alta, lo que indica que la solubilización del compuesto es pequeña. El
espectro presenta una banda amplia de absorción situada entre 450 nm y 230 nm con un
máximo a 330 nm, si bien en este caso aparecen además otros máximos de absorción a
370 y 400 nm. La resolución de esta banda de absorción sólo se produce para este
compuesto y en el caso concreto de esta ciclodextrina. Este comportamiento es repetitivo
y se observa la aparición de estos picos, llegando a surgir en algunos casos, cuando la
concentración del complejo es elevada, un máximo a 345 nm.
Este comportamiento tan homogéneo no tiene su paralelismo en fluorescencia ya
que se obtienen complejos de inclusión que presentando similares características
absorciométricas, presentan distintos espectros de fluorescencia. En la FIGURA 766 se
recogen los espectros de excitación y de emisión del complejo acetato de retinilo/HPB-CD
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Espectros de excitación (~,m = 430 nm) y emisión fluorescentes ~ = 335 nm 7 del
cornpíe/o acetato de retinilo/IS-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en
unidades arbitrarias, A: longitud de onda (nm,~.
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Espectro de absorción UV- VIS del complejo acetato de retiniío/B-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (nnO.
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Espectro de absorción Uy-VIS del complejo acetato de retinilo/I-IPIS-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda mm).
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FIGURA 768: Espectros de excitación Me,,, 430 nm) y emisión fluorescente (A,, 335 nm) del complejo
acetato de retinilo/I-IPIS-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nm).
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con una elevada intensidad de emisión y un perfil espectral que podría calificarse de
característico del complejo, ya que los máximos Á6~ = 355 nm, Acm = 430 nm, con
hombros a A.~ = 385 nm y Aér,, = 460 nm, aparecen a las longitudes de onda que se
presentan para este compuesto y la 13-CD y tienen características semejantes a las de los
complejos de retinal con las distintas ciclodextrinas. Sin embargo, para unas mismas
condiciones en la formación del complejo y obteniéndose un espectro de absorción muy
similar, el espectro de excitación y emisión fluorescente es diferente. Así, el espectro de
excitación muestra dos máximos bien caracterizados a 355 nm y 370 nm y el espectro de
emisión corresponde a una banda ancha con un máximo situado a 505 nm (FIGURA 77).
Estos espectros son los que se presentan más frecuentemente, mientras que el complejo
que emite a 430 nm se observa más esporádicamente.
Esta diferencia en los espectros de fluorescencia podría estar relacionada con la
existencia de complejos con distintas características con respecto a la inclusión, ya sea
porque los citados complejos presenten distinta estequiometría según el tipo de
ciclodextrina, bien porque la geometría de los complejos de inclusión así originados sea
distinta, produciendo distintos perfiles espectrales, de forma semejante a los modos de
inclusión del salicilato de metilo [1984 Pp 1851.
lll.B.1.1.4.3 ACETATO DE RETINILO/DMB-CD Y TMIS-CD
Este complejo de inclusión presenta una buena solubilización en agua según se
desprende del espectro de absorción Uy-VIS (FIGURA 78A>, presentándose la banda de
absorción característica del complejo de acetato de retinilo solubilizado, con un máximo
de absorción a 330 nm y una pequeña inflexión a 315 nm, junto con un hombro a la
longitud de onda habitual de 280 nm. Por el contrario, en el caso de la TMI2-CD, el
espectro de absorción UV-VIS <FIGURA 79A>, indica que el proceso de inclusión es
dificultoso, ya que no aparece la banda de absorción característica. Este hecho se confirma
por la débil de fluorescencia observada para las soluciones en las que se ensayó la
formación del complejo con TMIA-CD y acetato de retinilo (FIGURA 796).
Los espectros de excitación y emisión fluorescente del complejo de acetato de
retinilo y DMB-CD, muestran máximos de excitación a Aex = 350nm y Acm = 475 nm
(FIGURA 786>. Es decir, la posición de los máximos, así como el perfil ancho de las bandas
216 Resultados y Discusión
17.~
IF 15.0
12.5
10.0
7.5
5.0
2.5
0.0
200 300 400 500 600 -
X(nm)
FIGURA 77: Espectros de excitación ~ = 505 orn) y emisión fluorescente (4, = 370 nml del complejo
acetato de retiniío/HPIZ-CD en solución acuosa> IP: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nni).
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FIGURA 788: Espectros de excitación (~,m 475 nnO y emisión fluorescente M.. = 350 nnO del complejo
acetato de retinio/DM&CD en solución acuosa, Ir. intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nml.
FIGURA 78.4: Espectro de absorción UV-V/S del comp/e/o acetato de rednilo/DMg~.9 en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (orn).
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FIGURA 798, Espectros de excitación Mcm = 430 nrn) y emisión fluorescente (A>, = 350nml del complejo
acetato de retinilo/TMB-CD en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nm).
FIGURA 7.9.4: Espectro de absorción UV-VIS del complejo acetato de retiniío/TMU-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (orn).
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de excitación y de emisión fluorescente de este compuesto es muy parecido a lo que se
aprecia cuando el acetato de retinilo está disuelto en etanol.
Las posiciones de estos máximos de excitación y de emisión, para el acetato de
retinilo/DMI3-CD, son intermedias entre lo que se observa para los complejos de acetato
de retinilo/l3-CD y acetato de retinilo/HPI3-CD, lo cual puede relacionarse con la naturaleza
de la ciclodextrina que incluye. Así pues, la cavidad de la l-IPIS-CD es más larga que la de
la DMI3-CD y ésta de mayor longitud que la de la lA-CO. Si suponemos que el acetato de
retinilo queda más protegido por la cavidad de la HPIA-CD, algo menos por la DMIA-CD y
menos aún por la C&-CD, lo que explicaría el hecho de que con la (A-CO, los máximos de
excitación y emisión aparezcan a ,~e, = 350 nm, Acm = 450 nm (FIGURA 80), mientras que
cuando la molécula se encuentra en un entorno menos polar como el etanol (FIGURA 81)
o el hexano (FIGURA 82). los máximos de excitación y de emisión fluorescente aparecen
a 4>~ = 340 nm, /1cm = 475 nm, longitudes de onda muy parecidas a las que se obtienen
para el complejo de inclusión acetato de retinilo/DMIA-CD. El desplazamiento batocrómico
del máximo de emisión es aún más marcado </1>,,, = 505 nm> cuando el complejo se forma.
con la HPIA-CD donde la posibilidad de penetración de la molécula es aún mayor.
Asimismo, en este caso deberiamos tener en cuenta la posibilidad de que la estequiometría
2:1 (CD/R> en el caso de la HPIA-CD sea un factor crucial para condicionar este
desplazamiento batocrómico del máximo de emisión.
lll.B.1.1.4.4 ACETATO DE RETINILO/a-CO Y ~-CD
Se obtuvieron los complejos de inclusión con a-CO y y-CD por el procedimiento
habitual. En las FIGURAS 83A y 84A, se presentan los espectros de absorción UV-VIS de
ambos complejos. Se puede apreciar que en el caso de la a-CO la solubilización es muy
escasa, ya que si bien se presenta una banda de absorción en la región donde absorbe el
acetato de retinilo, el valor de la absorbancia para dicha banda es muy bajo. Sin embargo,
en el caso de la y-CO se puede apreciar que la molécula está solubilizada debido a la
formación del complejo. El máximo de absorción se sitúa como para los complejos con fi-
CD y sus análogas a ama, = 330 nm. Si comparamos el perfil espectral del complejo
acetato de retinilo/y-CD, con el que se obtiene para el retinal y la y-CO, se puede ver que
en el caso del acetato, el máximo queda menos definido debido a su proximidad con la
subida brusca que comienza a 290-280 nm y también probablemente a que el efecto de
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E/GUIjA 80: Espectros de excitación 1),,,, = 4.50 amI y emisión fluorescente (A.,, = 350 orn) del acetato
de retinilo en agua, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarías. A: longitud de
onda (nra).
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FIGURA 81: Espectros de excitación M,,,, 475 nm) y emisión fluorescente (A,, = 340 orn) del acetato
de retinilo en etanoL Ir: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud dé
onda mml.
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FIGURA 82: Espectros de excitación (A,,,, 475 omí y emisión fluorescente (A,, = 340 nra) del acetato
de retinilo en hexano, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, A: longitud de
onda mm).
222 Resultados y Discusión
r¡M. ~
568.8
4??.
388.
258.
286.
FIGURA 83,4:
t2 —
IF ~
8-
6-
4-
2—
FIGURA 838: Espectros de excitación (Ae,,, = 430nra) y emisión fluorescente (A,, = 355 nra) del complejo
acetato de retinilo/a-CO en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (omí.
A
Espectro de absorción UV-VIS del complejo acetato de retinilo/a-CD en solución acuosa.
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la solubilización de esta ciclodextrina no sea tan eficaz como en el caso de fi-, HPB-, 0MB-
y TMB-CO.
Con respecto a los espectros de fluorescencia obtenidos para los complejos de
inclusión con estas ciclodextrinas, existen comportamientos claramente diferenciados. En
el caso de la a-CO (FIGURA 836>, se distinguen el espectro de excitación y de emisión
fluorescente, no siendo el perfil atribuible al complejo de inclusión. Los máximos se situan
en torno a 4, = 340 nm y ~em= 450 nm. Dado que el acetato de retinilo es fluorescente>
pensamos que estas emisiones son debidas a la débil emisión de la molécula solubilizada
en agua.
En la FIGURA 846 aparecen los espectros de excitación y emisión fluorescente del
complejo de inclusión con y-CO, siendo la intensidad de emisión notable y el perfil espectral
recuerda bastante a lo que se observa cuando el compuesto está disuelto en hexano y
etanol. Los máximos de excitación y emisión fluorescente aparecen respectivamente a 355
nm y 480 nm, en posiciones próximas a donde se presentan para la 13-CO y los solventes
orgánicos. Sin embargo, a diferencia de la (A-CO y sus análogas, la banda de emisión en
el caso de la y-CO es muy ancha, como en el caso de los disolventes orgánicos.
Este comportamiento podría explicarse si se considera que la y-CO forma el
complejo de inclusión con el acetato y que por ello se observa fluorescencia en solución
acuosa. Sin embargo, puesto que la cavidad de la y-CO es amplia, la molécula no se
encuentra constreñida y por ello el perfil de emisión es ancho. Asimismo, dado que el
acetato de retinilo es fluorescente, observamos emisión fluorescente debido a la
soiubiiiraciórvdeta~molécuia, pero no-se-produce-una nntable-nvejoraen la intensidad de
emisión o una mayor resolución espectral, debido a que la molécula no está constreñida
y no se impide su libre rotación, como sucede en el caso de la fi-CO y sus derivados.
111.6.1.1.5 TOOO-TRANS RETINOL/CICLODEXTRINAS
lll.B.1.1.5.1 RETINOL/13-CD
En la FIGURA 85A se presenta el espectro de absorción Uy-VIS del complejo
retinol/lA-CO. Se pueden apreciar dos espectros que corresponden a distintos complejos de
224 Resultados y Discusión
HM. ~e.see A 0.080
596.
498.
596.9
258.8
298.
FIGURA 84,4:
70
LE 60
50
40
so
20
to
o
200
X(nm)
FIGURA 84B: Espectros de excitación Mcm 470 nm) y emisión fluorescente (A» = 355 nnO del complejo
acetato de retinilo/y-CD en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nm).
Espectro de absorción UV-VIS del complejo acetato de retinilo/y-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nm).
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FIGURA 858: Espectros de excitación (Ae,,, 470nm) y emisión fluorescente (A,,, = 330 nm) del complejo
retinol/l3-CD en solución acuosa, IP: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
A: longitud de onda (nra).
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FIGURA BSA: Espectro de absorción UV-VIS del complejo retinol/2-CD en solución acuosa. A: absorbancia,
A: longitud de onda (nm).
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retinol obtenidos en idénticas condiciones y a partir de las mismas soluciones madre de
retinal y fi-CO y sin embargo, los perfiles espectrales difieren notablemente. Mientras en
uno se presenta la banda de absorción característica del retinol en solventes orgánicos,
como por ejemplo el etanol <FIGURA 86A), con dos pequeños picos situados a 330 nm y
315 nm y acompañados de la banda de absorción de 280 nm, o en hexano (FIGURA 87A),
en el otro espectro sin embargo se aprecie únicamente una banda de absorción bien
definida con un máximo a 280 nm, probablemente debido a que la formación del complejo
no es la adecuada y a que existen microcristales en solución que dan lugar a procesos de
dispersión de la luz. Este comportamiento tan dispar con respecto a la formación de
complejos de inclusión con retinol es muy frecuente para esta molécula siendo la causa de
la gran variabilidad de resultados que se comentará posteriormente.
Los espectros de excitación y emisión fluorescente del complejo de retinol con fi-CO
muestran los máximos de excitación y emisión característicos /1>~ = 335 nm y
~em =470 nm y un hombro que aparece en el espectro de emisión en torno a 505-510 nm
(FIGURA 856>. Si comparamos con los espectros de excitación y emisión fluorescente
obtenidos en dos solventes orgánicos, etanol (FIGURA 866) y hexano <FIGURA 876), se
aprecia que el perfil espectral es más fino para el complejo de inclusión que para el retinol
en medios homogéneos. Sin embargo, dado que esta molécula es fluorescente, la
formación del complejo de inclusión no conlíeva un aumento en la intensidad de emisión
con respecto a la que se observa en solventes orgánicos, sino que lo que se produce es
una disminución. No obstante, esta molécula no presenta fluorescencia en agua debido a
su baja solubilidad y por tanto el hecho de que se observe fluorescencia en solución acuosa
gracias a la formación del complejo de inclusión es muy significativo, ya que implica que
la molécula está solubilizada. Por otra parte, si observamos fluorescencia aunque su
intensidad es ligeramente inferior a la que presenta en disolventes orgánicos, se puede
afirmar que el entorno que rodea al retinol impide la desactivación del estado excitado y
que además su polaridad es semejante o algo más elevada que la del etanol.
111.6.1 .1.5.2 RETINOL/HPB-CO
Los espectros de absorción UV-VIS de los complejos de retinol con HPIS-CD
<FIGURA 88A> muestran un comportamiento semejante al descrito para la de fi-CO. Es
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FIGURA 86A: Espectro de absorción UV-VIS del retinol en etanoL A: absorbancia. A: longitud de onda (nm).
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FIGURA 868: Espectros de excitación (dom = 475 nnO y emisión fluorescente (A>, = 355 nra) del retinol
en etanoL It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 87A: Espectro de absorción Uy-VIS del retinol en hexano. A: absorbancia, A: longitud de
onda (nm).
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FIGURA 878: Espectros de excitación (Ae,,, = 475 orn) y emisión fluorescente (A>, = 330 nrn) del retinol
en hexano, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, A: longitud de onda (nm).
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decir, complejos obtenidos en idénticas condiciones, dan espectros de absorción
claramente diferentes.
Cuando se logra una buena solubilización del retinol, el máximo de absorción
aparece a 330 nm y no surge la banda de 280 nm, puesto que la solubilidad en agua de
la HPB-CO así como de sus complejos, es superior a la de la fi-CO. Sin embargo, en la
misma figura se puede apreciar que en muchas ocasiones la formación del complejo no se
produce, apareciendo únicamente la banda de 280 nm, probablemente debido a que el
retinol no está solubilizado.
Los espectros de excitación y emisión fluorescente muestran un perfil análogo al
que se obtiene para el acetato de retinilo y esta misma ciclodextrina. Así, las bandas
aparecen más agudas y definidas <FIGURA 889) con un máximo de excitación Áex = 370
nm, acompañado de un hombro a 350 nm, mientras que la banda de emisión , que es más
ancha que la de excitación, muestra un máximo a 510 nm , acompañado de un hombro
a 480 nm. Esta inversión en la posición de hombros y máximos con respecto al complejo
con fi-CO, se ha descrito anteriormente para el acetato de retinilo y la HPB-CO.
111.9.1.1.5.3 RETINOL/DMB-CD Y TMB-CD
En las FIGURAS 89A y 90 se presentan los espectros de absorción de los complejos
de inclusión del retinol con 0MB-CO y 1MB-CO respectivamente. El complejo de
retinol/DMB-CO muestra una buena solubilización en agua, como lo demuestra la aparición
de la banda de absorción característica del retinol, con una apreciable absorbancia. Por el
contrario, en el caso de la 1MB-CO la solubilización es prácticamente nula, ya que no
aparece la banda de absorción característica del retinol y sí un hombro pequeño a 280 nm.
En el caso de la 0M13-CD el complejo exhibe una débil fluorescencia <FIGURA 896)
con los máximos característicos del complejo de inclusión con retinol a Ae,, = 340 nm y
465 nm. En el caso de la 1MB-CO no se observa fluorescencia alguna.
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FIGURA 888: Espectros de excitación (Ae,,, = 510 nm) y emisión fluorescente (A>, = 370 nnO de/complejo
retinol/HPtS-CD en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
A: longitud de onda (nml.
FIGURA ABA: Espectro de absorción UV-VIS del complejo retinol/HPI3 -CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nnO.
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FIGURA 898: Espectros de excitación (A>,,, 465 nnO y emisión fluorescente (A,,, = 340nm 1 del complejo
retinol/DMIS-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
A: longitud de onda (orn).
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Espectro de absorción Uy-VIS del complejo retinoí/DMB-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (orn).
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FIGURA .90: Espectro de absorción UV-VIS del complejo retinol/IMS-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nnO.
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111.6.1.1.5.4 RETINOL/a-CO Y y-CO
Los espectros de absorción UV-VIS de los complejos de inclusión con estas dos
ciclodextrinas (FIGURAS 91A y 92) demuestran una muy débil o prácticamente nula
solubilización del retinol. Por ello, el proceso de inclusión en ambas ciclodextrinas no está
favorecido. En ambas figuras se distingue claramente la banda de absorción a 280 nm,
probablemente debido a las moléculas de retinol que se agregan.
Oe igual manera que se ha descrito para las ciclodextrinas modificadas <0MB-CO
y TMB-CO>, la fluorescencia obtenida para estos complejos es muy baja dada la pequeña
absorbancia que exhiben sus espectros de absorción Uy-VIS. En la FIGURA 916, aparecen
los máximos de excitación y de emisión fluorescente ~ex = 350 nm, ~.m = 460 nm,
obtenidos para el complejo retinol/a-CO. Si se comparan con los espectros de fluorescencia
obtenidos en el caso de la B-CO y la HPIA-CO, la intensidad de fluorescencia en el caso de
la a-CO es aproximadamente 10 veces menor y además se presenta un desplazamiento
hipsocrómico del máximo de emisión del complejo. Este hecho podría relacionarse con e[
distinto modo de inclusión de la molécula de retinol, en el caso de la a-CO, de acuerdo con
lo supuesto para otros retinoides ya descritos.
En el caso de la y-CO no se pudo observar fluorescencia, tras múltiples y repetidos
ensayos. Este hecho, algo inusual, puede guardar relación con la dificultad del proceso de
inclusión del retinol en las distintas ciclodextrinas y los resultados tan aleatorios que se
obtienen para idénticas condiciones de formación del complejo.
lll.B.1 .1.6 ACIDO RETINOICO/CICLOOEXTRINAS
El ácido retinoico es la molécula más polar de todos los retinoides estudiados y
podría pensarse, después de lo observado para el retinol, que su inclusión en la cavidad
apolar de las ciclodextrinas fuera aún más difícil. Contrariamente a esto, el ácido retinoico
forma complejos de inclusión estables con las distintas ciclodextrinas y a diferencia de los
otros retinoides, la solubilización suele ser más efectiva en el caso de la fi-CO que en el
caso de la HPB-CO.
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FIGURA 978: Espectros de excitación (Ae,,, = 450nml y emisión (4, = 350 nm) del complejo retinol/a-CO
en solución acuosa. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud de
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FIGURA 9 lA: Espectro de absorción UV-VIS del complejo retinol/a-CD en solución acuosa. A: absorbancia,
A: longitud de onda (orn).
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FIGURA .92: Espectro de absorción Uy-VIS del complejo retinoí/y-CD en solución acuosa. A: absorbancia,
A: longitud de onda (nnO.
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111.6.1 .1.6.1 ACIOO RETINOICO/lA-CO
Los complejos de inclusión de ácido retinoico y fi-CO muestran una muy buena
solubilización de la molécula apolar en agua, lo que implica que la formación del complejo
de inclusión está favorecida. Ello se deduce si se observan los espectros de absorción
UV-VIS de los complejos ácido retinoico/lA-CO <FIGURA 93A), donde se aprecia una banda
de absorción aguda y perfectamente definida, con un máximo a ~max= 350 nm, tanto para
la solución más concentrada como para la de menor concentración.
Si se compara con el espectro de absorción de este mismo compuesto en solución
etanólica (FIGURA 94), el perfil es muy semejante, con la única diferencia de que el
máximo de absorción aparece a 345 nm. En consecuencia la formación del complejo de
inclusión con fi-CO conlíeva un ligero desplazamiento batocrómico del máximo de
absorción.
A pesar de que la formación del complejo está favorecida> en numerosas
experiencias se obtienen complejos cuyo perfil de absorción Uy-VIS corresponde con la
FIGURA 95. En ella se puede apreciar el pico de absorción característico del ácido
retinoico, con un máximo a 350 nm, junto con la banda, cuyo máximo se sitúa a 280 nm.
La aparición de este pico de 280 nm puede relacionarse, como ya se ha comentado
anteriormente> con la presencia de pequeños agregados microcristalinos sin solubilizar, ya
sea de ciclodextrina, de complejo o de ácido en suspensión.
El complejo muestra fluorescencia apreciable, con máximos a t4ex = 335 nm y
~em = 445 nm, acompañado de un hombro de emisión a 510 nm (FIGURA 93B>. La
intensidad de fluorescencia es elevada, por lo que la formación del complejo de inclusión
con fi-CO permite observar fluorescencia para esta molécula, que al igual el retinal no
presenta luminiscencia, salvo a bajas temperaturas y en disolventes orgánicos (alcanos
secos>. Este hecho se relaciona, bien con la presencia del agrupamiento carbonilico,
presente tanto en el ácido como en el retinal pero no en el alcohol, o bien con la
desactivación del estado excitado por vía fotoquímica. En consecuencia, la formación del
complejo de inclusión, además de permitir observar fluorescencia y por tanto la
determinación espectrofluorimétrica de este compuesto en solución acuosa, nos indica que
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FIGURA 938: Espectros de excitación (A>,,, = 445nra) y emisión fluorescente (~ex = 335 nm) del complejo
ácido retinoico/l3-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, .4: longitud de onda (nnO.
Espectro de absorción Uy-VIS del complejo ácido retinoicole-CO en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (orn).
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Espectro de absorción UV- VIS ácido retinoico en etanol. A: absorbancia, A. longitud de
onda (orn).
A 8.8GB
Espectro de absorción UV-VIS del complejo ácido retinoico//2-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (orn).
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el entorno rígido de la ciclodextrina impide la desactivación del estado excitado por vía no
radiante o a través de una reacción fotoquímica.
lll.B.1.1.6.2 ACIOD RETINOICO/HPI3-CO
En la FIGURA 96A se presentan los espectros de absorción UV-VIS de los complejos
ácido retinoico/HPI3-CO, a dos concentraciones diferentes. En ambos casos se puede
apreciar que la solubilización del ácido es buena> ya que el perfil del espectro de absorción
está bien definido, mostrando una banda con un máximo situado a 365 nm para la solución
más concentrada. El desplazamiento batocrómico del máximo de este complejo, con
respecto a la solución etanólica es ligeramente superior al que se observa para el complejo
de ácido retinoico y fi-CO. En los distintos ensayos de formación de complejo con HPB-CD
no se observa la banda de 280 nm, al igual que ocurre para otros retinoides en el caso de
esta ciclodextrina. Estos hechos pueden explicarse por la mayor hidrosolubilidad de esta
ciclodextrina así como de sus complejos de inclusión.
En la FIGURA 966 se presentan los espectros de excitación y de emisión
fluorescentes del complejo ácido retinoico/HPIS-CD. Las características fluorescentes del
mismo son análogas a las ya descritas para otros retinoides.
111.6.1 .1.6.3 ACIOO RETINOICO/DMB-CD Y TMB-CO
Análogamente a lo que se ha descrito para otros retinoides, a excepción del 9-cis
retinal, la 0MB-CO proporciona una solubilización del ácido significativamente mayor que
la TMIS-CO. En la FIGURA 97A se presenta el espectro de absorción UV-VIS del complejo
de inclusión ácido retinoico/OMB-CO. Aparece la banda de absorción característica del
ácido en solventes orgánicos, con un máximo a 345 nm. A concentraciones más altas de
ácido retinoico, los picos son muy agudos y bien definidos <~mex = 360 nm>, junto con un
ligero desplazamiento batocrómico del máximo de absorción. Por el contrario, el espectro
de absorción del complejo ácido retinoico/TMB-CO <FIGURA 98A> indica que la
solubilización del ácido retinoico es muy escasa, de forma análoga a lo descrito para otros
retinoides con esta misma ciclodextrina.
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FIGURA .968: Espectros de excitación Mcm = 430 nm) y emisión fluorescente (Aex = 355 nm) del complejo
ácido retinoico/HPa-CD en solución acuosa, It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, u: longitud de onda (nra).
Espectro de absorción UV-VIS del complejo ácido retinoico/HPIS-CD en solución acuosa.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nnO.
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FIGURA B1B: Espectros de excitación (A,>,, = 430 nnO y emisión fluorescente (A,> = 355 nm) del complejo
ácido retinoico/OMIZ-CO en solución acuosa. IP: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nra).
A e. eee
Espectro de absorción UV-VIS del complejo ácido retinoico/DMIS-CD en solución acuosa.
A: absorbancia. A: longitud de onda (nnO.
1 <1<11’’’
2110 300 400 500 600
X(nm)
242 Resultados y Discusión
El complejo ácido 0MB-CO muestra una fluorescencia bastante débil, como se
desprende de los resultados expuestos en la FIGURA 976. Las bandas de excitación y de
emisión fluorescente del complejo presentan una intensidad máxima a Áe,, = 355 nm y
= 430 nm. En el caso del complejo con la TMB-CO, la intensidad de fluorescencia
(FIGURA 986> es baja, como cabría esperar a la vista del espectro de absorción Uy-VIS.
Formación de compleios de inclusion entre ciclodextrinas y ácido retinoico
dependiendo de la ionización del mismo
Existen moléculas onizables para los cuales los procesos de inclusión se ven
afectados dependiendo del grado de ionización. Cabría esperar que las formas ionizadas
al ser más polares, mostrasen constantes de asociación más bajas que las formas no
ionizadas. No obstante esto no es siempre así, puesto que el ion p-nitrofenolato tiene una
constante de asociación mayor que su correspondiente p-nitrofenol [1978 L XLVIII]. Un
comportamiento análogo se ha descrito para los ácidos derivados de adamantano
carboxílico. El ácido retinoico podría mostrar distinto comportamiento con respecto a la
inclusión, según se encuentre ionizado o no. Es por ello que se formó el complejo en medro
ácido y en medio básico.
En la FIGURAS 99 y 100 se muestran los espectros de absorción Uy-VIS de los
complejos formados en medios débilmente ácido y alcalino, junto con el complejo obtenido
por el procedimiento habitual en agua. La absorbancia es más alta para la solución básica
que para el complejo en agua y ésta mayor que la obtenida para la solución ácida. Estos
valores de absorbancia podrían explicarse si se considera que se favorece la inclusión para
la forma ionizada con respecto a la forma no ionizada, probablemente porque la forma
ionizada es más soluble en agua que la forma no ionizada.
Puesto que para que la molécula se incluya, primero ha de solubilizarse, parece
lógico pensar que al favorecerse la solubilización, también se favorezca la inclusión, a pesar
de que la forma incluida sea más polar. Asimismo, hemos de considerar que el ácido
retinoico es una molécula con un cierto carácter anfifflico, por lo que su ionización podría
favorecer la orientación en la cavidad de la ciclodextrina y por tanto la inclusión. No
obstante, a la vista de los resultados experimentales, las diferencias en los espectros no
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FIGURA 988: Espectros de excitación (A~,, 430 nm) y emisión fluorescente (A>, = 355 nm) del complejo
ácido retinoico/TM&CD en solución acuosa, It’.~ intensidad de fluorescencia en unidades
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FIGURA 100:
Espectro de absorción UV- VIS del ácido retinoico/a-CD en solución acuosa preparado de la
forma habituaL A: absorbancia, A: longitud de onda mm).
8. 888
Espectro de absorción Uy-VIS del ácido retinoico/IZ-CO en solución acuosa. (1) Complejo
formado en medio débilmente ácido y (2) débilmente alcalino. A: absorbancia, A: longitud de
onda mm).
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pueden considerarse lo suficientemente significativas con respecto al proceso de inclusión
según características ácido-base del medio de reacción
lll.8.1.1.7 TODO-TRANS RETINAL/MICELAS
En las FIGURAS 1O1A-104A se presentan los espectros de absorción Uy-VIS del
retinal en medios microscópicamente organizados. Se utilizaron en estas experiencias 4
tensoactivos diferentes: SOS <aniónico>, CTAB <catiónico>, Brij-35 y Triton X-1 00 (no
iónicos>. En todos los casos el proceso de solubilización es mucho más rápido que en el
caso de la ciclodextrinas, requiriéndose menor tiempo de agitación, ello se debe a que en
este caso no se produce un verdadero proceso de inclusión. Además, las micelas son un
sistema dinámico y de igual forma que se produce más fácilmente la solubilización, la
salida de las moléculas retenidas en la fase apolar de la micela es también mucho más
sencilla.
Podemos afirmar que en todos los tensoactivos estudiados se produce una
solubilización eficaz del retinal <que se encuentra en la misma concentración que la que ~e
utiliza para la formación de complejos con ciclodextrinas). Estos hechos se pueden apreciar
porque la banda de absorción del retinal (~max = 380-385 nm) aparece claramente definida
y estrecha, como en el caso de los solventes orgánicos. El máximo de absorción se
presenta como en el caso de las ciclodextrinas, aproximadamente a 380 nm. Por otra
parte, en las experiencias realizadas con retinal y tensoactivos. no se aprecia en los
espectros de absorción UV-VIS la banda cuyo máximo se sitúa a 280 nm.
Todos los tensoactivos cuando solubilizan al retinal, permiten que se observe la
fluorescencia del mismo. En las FIGURAS 1016-1046 se muestran los espectros de
excitación y emisión fluorescente del retinal en los distintos medios micelares
considerados. Como se puede apreciar, la fluorescencia desarrollada es intense, puediendo
atribuirse a dos hechos: por una parte a que las micelas proporcionan un entorno capaz de
proteger al estado excitado del retinal, facilitando su desactivación por vía radiante; por
otra parte, si se tiene en cuenta que la solubilización de este compuesto es mayor en los
distintos tensoactivos que en las ciclodextrinas al ser mayor la fracción de moléculas
solubilizadas, así pues la probabilidad de emisión es también mayor.
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FIGURA 1028: Espectros de excitación (A,,. = 435am) y emisión fluorescente (A,~ = 3SSnm/ de la solución
micelar de retinal/CTAS, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud
de onda (nra).
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FIGURA 1048: Espectros de excitación (A>,. = 430 nm) y emisión fluorescente (A>, = 320 nm) de la solución
micelar de retinaí/Bnj-35. IF: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, A: longitud
de onda (nrn).
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El perfil de los espectros de excitación y de emisión es muy semejante al que se
obtiene para los complejos de inclusión con ciclodextrinas. En el espectro de excitación se
muestra un máximo a 355-360 nm y un segundo pico de menor intensidad a 380 nm que
pudiera en muchos casos atribuirse a la dispersión Raman. El espectro de emisión
corresponde a una banda con un máximo a 435 nm y un hombro en muchos casos no bien
resuelto en torno a 460-470 nm. En el caso del Brij-35 (FIGURA 1046), se observa que
tanto los espectros de excitación como de emisión son anchos, con máximos situados a
ox = 320 nm y ~om = 430 nm. En el espectro de emisión, aparece además un hombro en
la región de 505-510 nm.
111.8.1.1.8 1 3-CIS RETINAL/MICELAS
Al igual que lo descrito anteriormente para el todo-trans retinal, la solubilización del
isómero 13-cises muy intensa en los distintos tensoactivos. En las FIGURAS lOSA-lOSA
se puede apreciar que la banda de absorción característica del retinal (~ 380 nm) presenta
una gran intensidad, es realmente estrecha y apenas se observa la aparición del pico de
280 nm.
A pesar de esta buena solubilización, que haría pensar en una intensa fluorescencia,
en este caso las señales de fluorescencia observadas son más bajas (FIGURAS 1058-1086>
que las obtenidas para este mismo compuesto en el caso de las ciclodextrinas, siendo
particularmente significativa la débil señal observada en el caso del CTAB. Además esta
intensidad de fluorescencia para este compuesto, es más baja que la obtenida en los
mismos tensoactivos para su isómero, el todo-trans retinal.
Los máximos de excitación y de emisión fluorescente se sitúan igual que para el
todo-trans retinal, a ~ = 335 nm, t~.r,. = 420 nm. El descenso en la intensidad de
fluorescencia, comparada con la que se obtiene en el caso del isómero todo-trans, puede
estar en relación con la geometría de la molécula de 1 3-cts retinal. Así pues, si bien puede
quedar incluida en la fase micelar pero en la superficie, lo cual tiene como consecuencia
la solubilización de la molécula, es posible que no penetre de forma eficaz salvo que se
distorsione la micela, ya que en los isómeros cis, a diferencia del todo-trans retinal cuya
cadena etilénica puede alojarse paralelamente a las cadenas apolares del tensoactivo, este
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FIGURA 1 05B: Espectros de excitación M>,. 420 nnO y emisión fluorescente (A>, = 335 nm) de la solución
de 1 3-cis retinal/SDS. It’? intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud de
onda (nra).
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FIGURA 1068: Espectros de excitación (A>,. 420 nra) y emisión fluorescente M,, = 335 nra) de la solución
de 13-ds retina//CTAB. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, A: longitud de
onda (nra).
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Espectro de absorción Uy-VIS de la solución micelar de 13-cis retinalírriton X- 100.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nra).
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Espectros de excitación (A>,. = 420nra) y emisión fluorescente M>, = 335 nm) de la solución
raicelarde 1 3-cis re tina//Triton X- lOO, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 1088: Espectros de excitación M>,. = 420 nnO y emisión fluorescente (A,, = 335 cm) de la solución
micelar de 7 3-ds retinal/Bruj-35. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
A: longitud de onda (nra).
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alineamiento en paralelocon las cadenas del tensoactivo no es posible en el caso del 1 3-cis
retinal.
lll.B. 1.1 .9 9-CIS RETINAL/MICELAS
A diferencia de lo descrito en los dos apartados anteriores para el 1 3-cts y el todo-
trans retinal, la solubilización del 9-c¡s para los distintos tensoactivos es mucho más baja.
Como se puede apreciar en los espectros de absorción Uy-VIS <FIGURAS 109A-1 1 2A> se
presenta la banda de 380 nm, con una absorbancia menor que la obtenida en el caso de
otros isómeros y además, este compuesto exhibe un pico de absorción a 280 nm, el cual
para algunos autores está en relación con la geometría cis del isómero [1984 TL 1007].
En las FIGURAS 1 098-1 128 se muestran los espectros de excitación y de
fluorescencia para las soluciones de 9-cis retinal/tensoactivos. Los máximos de excitación
y emisión no experimentan modificaciones significativas, ya que ,4>~ =340 nm, ‘~,m = 420
nm. Al igual que para los otros isómeros, los espectros de excitación, cuando el
tensoactivo empleado es Triton X-1 00, son más complejos; este hecho podría ser atribuido
a la estructura de las moléculas del tensoactivo.
111.8.1.1.10 ACETATO DE RETINILO/MICELAS
El acetato de retinilo, una molécula ligeramente más polar que el retinal, se solubiliza
de forma efectiva en presencia de los distintos tensoactivos estudiados a concentración
superior a la CMC; así se desprende de los espectros de absorción Uy-VIS <FIGURAS
11 3A-1 1 6A). El máximo de absorción aparece a 330 nm, ligeramente desplazado (5 nm)
con respecto a lo que se observa en solventes orgánicos. Además para este compuesto,
así como para el retinol, se observa un hombro en la región de 400 nm con una débil
absorbancia, así como la coincidencia con uno de los máximos <el que aparece a 400 nm>
que se aprecia en el espectro de absorción de las soluciones de acetato de retinilo/SOS,
donde la resolución espectral es mayor. A pesar de que la solubilización es considerable,
sin embargo los valores de absorbancia no son tan elevados como los que se observan
para el todo-trans retinal y sus isómeros geométricos.
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Espectro de absorción UV-VIS de la solución micelar de 9-cis retinaí/CTAB. A: absorbancia,
.4: longitud de onda (nra).
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Espectros de excitación Mcm = 420 nnO y emisión fluorescente (A,, = 340 nm) de la
solución micelar de 9-cis retinal/CTAB. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nrn).
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Espectros de excitación (.4,,. 420 nra) y eraisión fluorescente (A,, = 340 nra) de la solución
micelar de 9-cis retinal/Triton X- 700. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
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FIGURA 7 128: Espectros de excitación l~ = 420 orn) y emisión fluorescente M>~ = 340 nnO de la
solución micelar de .9-cis retinal/Br,j-35. Ir. intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda Inra).
Espectro de absorción UV-VIS de la solución micelar de .9-cis retinaí/Brij-35. A: absorbencia,
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FIGURA 113,4: Espectro de absorción UV-VIS de la solución micelar de acetato de .retinilo,/SDS.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 1138: Espectros de excitación (ti,,. = 475 nm) y emisión fluorescente (A>,, = 340 nnO de la
solución micelar de acetato de retinilo/SOS It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias. A: longitud de onda (nm).
Resultados y Discusión
LE
261
NM. 42.SZB
526.8
46<3.0-
302.6—
2533.
2833. ~¡-
FIGURA 714A:
a-.
o—
Espectro de absorción UV-VIS de la solución micelar de acetato de retinilo/CTAB.
A: absorbancia, A: longitud de onda mm).
300 400 500 600
X(nm)
FIGURA 774B: Espectros de excitación (A>,,, = 475 nra) y emisión fluorescente M>, = 350 nra) de la solución
raicelar de acetato de retinilo/CTAB, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias,
A: longitud de onda (nm).
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FIGURA 7 ISA: Espectro de absorción Uy-VIS de la solución micelar de acetato de retinilo/Triton X- 100.
A: absorbancia, A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 1158: Espectros de excitación (A>,,, = 475 nm) y emisión fluorescente (A,, = 350 nra) de la solución
micelar de acetato de retinilo/Triton X- 100, íF? intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 1168: Espectros de excitación (A>,. = 475 nml y emisión fluorescente (>4>, = 350 nm) de la solución
micelar de acetato de retinilo/Br¡j-35. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
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En el caso del SOS ha de señalarse, que tanto para el acetato de retinilo como para
el retinol, se pueden apreciar unos picos agudos en el espectro de absorción UV-VIS y que
guarda una gran similitud con el perfil espectral resuelto que se obtiene para los complejos
de acetato de retinilo con fi-CO e HPB-CO.
Las FIGURAS 1126-1166 corresponden a los espectros de excitación y emisión
fluorescente del acetato de retinilo solubilizado en distintos medios micelares. La intensidad
de fluorescencia es semejante o más pequeña, en algunos casos, a la que se obtiene con
las ciclodextrinas. El perfil espectral es semejante al que se logra con los distintos
complejos de inclusión de acetato de retinilo, mostrando un máximo de excitación a 350
nm y una banda de emisión ancha, con un pico situado a 480 nm y en algunos casos
puede intuirse un hombro en la región de 500-510 nm, de forma semejante a como se
presenta en los complejos de inclusión con ciclodextrinas, aunque en este caso el perfil de
emisión esté menos definido. La mayor intensidad de fluorescencia se presenta en el caso
del Triton X-100, como cabría esperar dado que la absorbancia más elevada se presenta
para este mismo tensoactivo.
111.6.1 .1.11 RETINOL/ MICELAS
Los espectros de absorción UV-VIS del retinol en soluciones de tensoactivos
<FIGURAS 11 7A-1 20A> muestran la banda intensa de absorción característica del retinol
a ama, = 330 nm, con un pequeño desplazamiento con respecto al máximo que se presenta
en solventes orgánicos. La solubilización es buena como lo demuestran los valores de
absorbancia obtenidos, si bien en el caso de los tensoactivos no iónicos los valores de
absorbancia son significativamente más bajos. En el caso del SOS se observa un perfil
espectral más resuelto a longitudes de onda superiores a las del máximo de absorción
(330 nm).
El retinol muestra una fluorescencia apreciable en la región de 480 nm cuando se
halla solubilizado en los distintos tensoactivos estudiados (FIGURAS 11 7B-1 206>. El perfil
espectral es muy similar en todos ellos. La banda correspondiente al espectro de excitación
presenta un máximo en torno a 345-350 nm, dependiendo del tensoactivo y en algunos
casos se puede observar un hombro a 380 nm. El espectro de emisión fluorescente
consiste en una banda ancha con un máximo de emisión a 475-480 nm, que no es
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FIGURA 177A:
IP’
Espectro de absorción Uy-VIS de la solución micelar de retinol/SDS. A: absorbancia,
A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 717B: Espectros de excitación (A>,. = 475 nnO y eraisión fluorescente (A,. = 345 nra) de la solución
rnicelar de retinol/SDS. IP: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud de
onda (nnO.
200
266 Resultados y Discusión
Nrl, ~8.~ee A 6.868
see.c
4336.33—
388. e—
258.9—
268.
FIGURA 11 BA: Espectro de absorción UV-VIS de la solución raicelar de retinoí/CTAB. A: absorbencia,
A: longitud de onda (nrn).
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FIGURA 1188: Espectros de excitación (A,,,,, = 475 nra) y emisión fluorescente (A,, = 330 nra) de la solución
raicelar de retinol/CTAB. It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias, >4: longitud
de onda (nrn).
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FIGURA 1 79B: Espectros de excitación Me,,, = 475 nra) y emisión fluorescente (A>., = 340 nm) de la
solución micelar de retino//Triton X- 700. It’: intensidad de fluorescencia en unidades
arbitrarias, A: longitud de onda (nra).
Espectro de absorción Uy-VIS de la solución mice/ar de refino//Triton X- 100. A: absorbancia,
A: longitud de onda (nra).
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FIGURA 1208; Espectros de excitación (A>,,, = 475 nm) y emisión fluorescente (>4>, 330 nra) del
retino//Brij-35, It’: intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. A: longitud de
onda (nnO.
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Espectro de absorción UV-VIS de la solución raicelar de retinol/Bríj-35. A: absorbancia,
A: longitud de onda (nra).
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simétrica respecto del máximo de excitación. Las intensidades de fluorescencia son muy
similares para todos los medios micelares, siendo mayor la emisión en el caso del CTAE,
como cabría esperar dado que el espectro de absorción presenta la absorbancia más alta
comparada con los otros tensoactivos estudiados.
111.6.1 .1.12 ACIOO RETINOICO/MICELAS
Las bandas de absorción (FIGURAS 121-1 24) del ácido retinoico solubilizado por
acción de los tensoactivos son finas, con el máximo de absorción a 360 nm (excepto el
CTA6 que aparece 350 nm> y en general una absorbancia inferior a la que se observa para
los otros retinoides solubilizados en las mismas soluciones micelares. Las soluciones de
ácido retinoico con los distintos tensoactivos no presentaron fluorescencia apreciable.
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FIGURA 122:
Espectro de absorción Uy-VIS de la solución micelar de ácido retinoico/CTAS.
A: absorbancia, >4: longitud de onda (nm).
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Espectro de absorción UV-VIS de la solución mice/arde ácido ret¡noico/SDS. A: absorbancia,
>4: longitud de onda (nm).
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FIGURA 723: Espectro de absorción Uy-VIS de la solución micelar de ácido retinoico/Triton X- 700.
A: absorbancia. >4: longitud de onda (nm).
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FIGURA 124: Espectro de absorción UV-VIS de la solución micelar de ácido retinoico/Bripas
A: absorbancia. >4: longitud de onda (nra).
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111.6.1.2 ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION POR RMN
lll.E.1.2.1 ~H-RMN OE LOS COMPLEJOS RETINOIDE/CO OBTENIOOS EN
SOLUCION ACUOSA
En las FIGURAS 125-128 se presentan los espectros de ~H-RMNa 250 mHz de la
fi-CO y la HPIZ-CO puras así como de los complejos formados con los distintos retinoides
en soluciones de 020 <FIGURAS 129-133). Como ya se ha indicado en el apartado lll.A.2. 1
se prepararon los complejos a distintas concentraciones de retinoide, seleccionándose un
valor de concentración de 4x1 o~ M. A esta concentración, las soluciones obtenidas no son
completamente transparentes, debido a que el complejo de inclusión es más insoluble en
020 que en H20. Se registraron los espectros de las soluciones obtenidas antes y después
de la filtración en el caso de los complejos fi-CO y retinal, y se comprobó en el espectro
que no existían diferencias significativas entre las suspensiones obtenidas inicialmente y
las soluciones filtradas <FIGURAS 134 y 135).
En estas condiciones experimentales, si se comparan los espectros de
1H-RMN
obtenidos para los complejos de inclusión con los de las ciclodextrinas puras a la misma
concentración, se aprecian ligeras modificaciones en el perfil espectral, aunque las
posiciones de los picos de absorción no se alteran de forma muy significativa. Este hecho
se comprueba si se comparan los valores de desplazamiento químico de los distintos
protones para las soluciones de ciclodextrina pura y las de los correspondientes complejos
<TABLAS V y VI).
Dado que la concentración de ciclodextrina en solución es muy superior a la
concentración de los retinoides, se estudiaron las variaciones del valor de 6 para los
protones correspondientes a la ciclodextrina, según la asignación descrita en la bibliografía
[1977 JACS 17351. Otra posibilidad consistiría en estudiar las variaciones de 6
correspondientes a los distintos protones de los retinoides y compararlos con los valores
de soluciones de retinoides puros. Sin embargo, debido a la extremada insolubilidad de
estos compuestos en agua, resulta imposible lograr alcanzar una concentración de retinoide
disuelto que permita su detección por 1H-RMN, técnica instrumental de gran utilidad en
análisis estructural pero de escasa sensibilidad.
Si se comparan los espectros de absorción 1H-RMN de los complejos y de las
ciclodextrinas de partida, puede afirmarse que las modificaciones en el perfil son
apreciables; así, los picos que aparecen asignados a las soluciones de CO como
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correspondientes a los protones H6a y Heb, en los complejos correspondientes con los
distintos retinoides, se convierten en general en un solo pico. Por otra parte, a la vista de
los cambios en el valor de 6, parece ser que la inclusión afecta de igual manera tanto a los
protones que quedan orientados hacia el interior de la cavidad (H3 y H5) como a los que se
orientan hacia el exterior.
En el caso del retinal, se prepararon los complejos con distintas concentraciones de
retinal <lxl 0~ M - 8x10
3 M) con la finalidad de poder calcular la constante de asociación
en función de las variaciones que se produjesen para ¿[1977 JACS 5146]. No se pudo
establecer una relación cuantitativa entre las variaciones de 6 y la concentración de
sustrato capaz de ser incluida, lo que impidió el cálculo de las citadas constantes. Las
variaciones de 6, como consecuencia del incremento en la concentración de retinal, no
excedieron de AÓ = 0’O1. Hay que señalar, sin embargo, que el perfil del espectro de
absorción cambia notablemente a medida que se incrementa la concentración de retinal,
como puede apreciarse al comparar la FIGURA 132 y las FIGURAS 136-139
correspondientes a la lS-CO pura y los complejos de retinal/CO para unas concentraciones
de retinal comprendidas entre 2x103M y 8x103 M. La formación del complejo de inclusión
debe afectar y modificar los valores de 6 para la ciclodextrina, cuanto mayor es la
concentración de sustrato. En nuestro caso esta variación, así como el cambio en el perfil
espectral, permite afirmar que se ha formado el complejo de inclusión, no siendo posible
no obstante determinar la constante de asociación por RMN.
lll.B.1 .2.2 1H-RMN DEL COMPLEJO AISLADO RETINAL/13-CO
El complejo sólido retinal/IS-CO, aislado tal y como se describe en el apartado
lll.A.2.1, se disolvió en dimetil sulfóxido deuterado (OMSO-d
6) y se obtuvo el espectro de
absorción ‘H-RMN <FIGURA 140). Igualmente se obtuvo el espectro de la fl-CD <FIGURA
141> utilizada para este ensayo y disuelta en OMSO deuterado
Si se comparan ambos espectros se puede apreciar, además de un cambio en el
perfil espectral como consecuencia de la inclusión del retinal, variaciones significativas en
el valor de 6 así como en las constantes de acoplamiento. La presencia de la banda de
absorción del agua, de gran intensidad situada a 6 = 3>42-3>44 ppm. enmascara las
señales debidas al protón H2. Igualmente las señales correspondientes a H3 quedan
englobadas en las correspondientes a H6 <FIGURA 142).
274 Resultados y Discusión
No se produce variación en el valor de 6 para H1, H2, H3 y H4, apareciendo las
señales de estos protones mejor resueltas en el caso de la fi-CO pura, que en el caso del
complejo. Sin embargo, en el caso de H5 se produce una variación significativa en el valor
de 6 (AÓ = 0>04 ppm) (TABLA VII) y además se modifica de forma muy notable el valor
de la constante de acoplamiento, pasando de ser J = 1 2>34 Hz en la solución de fi-CO
pura a J = 5>62 Hz para el complejo.
Dado que la modificación más importante, y que es perceptible en nuestras
condiciones experimentales> se produce para el protón H5 en el caso del complejo aislado,
podemos concluir que el retinal se encuentra alojado en el interior de la cavidad de la CD.
Es muy probable que se produzcan modificaciones similares para el H3 pero en nuestras
condiciones experimentales no pudieron detectarse, debido a que queda solapado con otras
señales. No obstante, esta información constituye una prueba inequívoca de la formación
del complejo de inclusión. Asimismo el hecho de que la inclusión afecte principalmente al
valor de J, implica que la estructura del anillo de la ciclodextrina se deforma como
consecuencia de los procesos de inclusión.
En este punto cabe preguntarse por qué son observables estas modificaciones en.
el complejo aislado y disuelto en DMSO y no lo son para el mismo complejo disuelto en
agua. Pensamos que a pesar de tratarse del mismo complejo y con idéntica concentración
de retinal (4x1 0~ M), en el caso de la solución acuosa coexiste en solución una gran
cantidad de CO disuelta y libre, ya que las condiciones para la formación del complejo de
inclusión implican que la concentración de ciclodextrina sea superior a la de retinoide. El
exceso de CO disuelta y libre hace que las bandas de absorción características de la CO
libre, comparadas con las de la ciclodextrina que forma un complejo con el retinal sean
mayoritarias, lo cual explica la modificación en el perfil de absorción, pero no la aparición
de variaciones notables, tal y como se aprecian cuando el complejo en solución es
mayoritario. Hemos de tener en cuenta que incluso en el complejo aislado puede ser que
exista una pequeñísima proporción de CD libre, ya que el precipitado no fue lavado con
H20, sino simplemente filtrado y en los líquidos de filtrado debe permanecer la CD libre
disuelta.
En la FIGURA 143 se muestra el espectro de absorción UV-VIS del complejo de
inclusión retinal/IS-CO aislado y con el que se realizaron los estudios de
1H-RMN y 12C-RMN.
El complejo se disolvió en agua y según se aprecia en la FIGURA 143, la banda de
absorción UV-VIS correspondiente a este complejo es muy ancha y con un máximo situado
a ~max= 396 nm, mostrando un desplazamiento batocrómico significativo con respecto a
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los máximos de los complejos que se obtienen en solución acuosa (A max = 380 nm). El
perfil de absorción no exhibe el máximo de 280 nm. El ensanchamiento en la banda así
como el desplazamiento del máximo pueden atribuirse también a efecto de concentración.
111.6.1.2.3 13C-RMN OEL COMPLEJO AISLAOO RETINAL/B-CO
En las FIGURAS 144-147 se muestran los espectros 12C-RMN de la 3-CO pura y del
complejo aislado retinal/B-CO disueltos ambos en OMSO, tras un número de acumulaciones
de 522 y 133 respectivamente. Igualmente la FIGURA 148 muestra la superposición de
las bandas de absorción de los 6 carbonos correspondientes a las unidades de
glucopiranosa en la 13-CO. La asignación concuerda con los datos bibliográficos [1974
JACS 80811 [1988 L LVI].
Se puede apreciar que las señales aparecen a campos más altos <menores valores
de 6) para el complejo de inclusión con respecto a la fi-CO. En la TABLA VIII se presentan
los valores de desplazamiento químico para el complejo y la ciclodextrina de partida así
como el valor de A6. La mayor variación corresponde al carbono C
1 con un valor de AS de
2>1 2.
Ha de tenerse presente que si se comparan con los valores de AÓ obtenidos para
el mismo complejo por ‘H-RMN, numéricamente son más importantes las variaciones que
se obtienen en el espectro de RMN de
13C, lo cual se puede apreciar de forma visual en el
registro gráfico. No obstante, las modificaciones pueden considerarse del mismo orden, si
se tiene en cuenta que la escala en 1H-RMN es de 10 ppm mientras que en 13C-RMN es de
200 ppm. En consecuencia, un AS de 0’04 ppm para H
5 en la resonancia protónica es
prácticamente equivalente a un AS de 2’12 para C1 en la resonancia de
13C. Oe todo ello
puede concluirse que las modificaciones observadas por 13C-RMN vienen a confirmar la
formación del complejo de inclusión entre la fi-CO y el retinal, si bien gracias a la expansión
de la escala y a la ausencia de superposición de señales, estas variaciones se aprecian
mejor por ‘3C-RMN.
Por último ha de señalarse que se realizó el espectro de 13C-RMN del retinal puro
disuelto en DM50 (FIGURA 149> con la finalidad de estudiar el “Nuclear Overhauser
Effect’ (NOE) sobre los metilos del retinal en las posiciones 16 y 17 (FIGURA 2> que
deberían verse afectados por el proceso de inclusión. Sin embargo, dada la baja
concentración del retinal en el complejo retinal/CO, no pudieron observarse las señales
correspondientes al mismo.
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1 H-1 H-2J21 J23 H-3 ¡ H -4
E-CO 3>35 3>35 9’69 9’60 9>26
retinal/I&-CD * 3’42 9>60 8’96 9’09
retinal/lL-CD (filtrada> 3’37 3’43 10’10 10’00 8’26
ácida retinoico/l&-CD 3’63 3>16 9’82 9’42 9’35
retinol/ft-CD 3’43 3>57 8’93 9’40 9’52
acetato de retinila/I&-CD 3*53 3>44 10>00 9’36 8>90
TABLA VI: Valores de constante de acoplamiento Id en Hz). para los complejos obtenidos por el
procedimiento habitual disueltos en agua deuterada (‘H-RMN). * J no medible. * * los valores
de J de los protones H-5 y H-6 no pudieron medirse.
L~3II H-2 H-3__¡HA H-5__1__H-6__j_CH-OH 1_CH-OH CH2OH
It-CO ¡575 336 { ND* 3’30 3’56 { 3’62 569 481 4>51
¡575 NO” 1 ND~ 3130 1 3>52 1 3>62 5’69 4’82 450
II
II
Valores de desplazamiento químico 6 (ppm) para la l3-CD y elcomplejo aislado (retinal/t?-CD)
disueltos en DMSO deuterado. Datos correspondientes a los espectros ‘H RMN>
* superpuesto con H-6, * * parcialmente superpuesto con la señal del agua.
TABLA VII:
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B-cD* retinal/l&-CD A6(ppm)
C-1 102’24 100’12 -2’12
C-2 72’34 71’12 -1’22
C-3 72’69 71’47 - 1’22
C-4 81’82 80’32 - 1’50
C-5 73’36 72<10 - 1’26
C-6 60’21 59’36 - 0’85
TABLA VIII: Valores de desplazamiento quimico 6 (ppm) para la 2-CD y el complejo aislado
retinal/,3-CD disueltos en DM50 deuterado. Datos correpondientes a los espectros de
‘
3C-RMAI, * esta asignación coincide con la mencionada en P. Colson, H.J Jennings,
LC.P. Smith, J Am. Chem. Soc, 96. 8081 (1974).
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lll.B.1.3 ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION POR
ESPECTROFOTOMETRíA DE ABSORCION INFRARROJA
Se procedió de acuerdo a como se describe en la bibliografía [1969 DS 119] para
la obtención de los espectros de absorción IR del retinal puro <FIGURA 1 50), del complejo
aislado retinal /B-CD <FIGURA 151) y de la mezcla física retinal/I3-CD (FIGURA 152) según
lo expresado en la metodología <Apartado lll.A.2.2).
Si se comparan los espectros IR del retinal y del complejo, se observa que existe
una notable pérdida de resolución en toda la región espectral considerada para el caso del
complejo. La mezcla física retinal/l3-CD muestra un comportamiento intermedio con
respecto a los dos anteriores. Se aprecie una pérdida de resolución con respecto al retinal
puro, pero la mayoría de las bandas de absorción características del retinal se hacen bien
patentes. Unicamente las regiones comprendidas entre los 1000 cm1 y los 1200 cm1 y
los 3000 y los 3500 cm< cambian notablemente debido a la presencia de la ciclodextrina.
La alteración de estas bandas de absorción indica la formación del complejo de inclusióñ,
aunque también podría deberse a la adsorción del retinal en la superficie de una molécula
de ciclodextrina o entre dos moléculas de CD <FIGURA 153>, especialmente si tenemos en
cuenta el desplazamiento en la banda de absorción del C = O carbonilico, tratándose de un
carbonilo conjugado y a la vista de los resultados obtenidos por otras técnicas
instrumentales.
Los espectros IR de la mezcla física y del retinal presentan un perfil de absorción
muy semejante. La pérdida de resolución puede explicarse como un “efecto de
concentración” debido a la presencia de la CO, que puede modificar el perfil y la intensidad
de las bandas. Sin embargo, si se comparan los espectros de absorción IR del retinal y del
complejo retinal/B-CD, se observa un ensanchamiento significativo en la banda de
absorción del carbonilo. Podemos por tanto decir que el ‘enmascaramiento” de las bandas
de absorción del retinal se debe a la formación del complejo de inclusión y no únicamente
a un efecto de concentración debido a la presencia de la ciclodextrina.
Si tenemos presente el espectro de absorción IR de la fA-CO <FIGURA 154) se puede
observar que éste guarda una gran similitud con el del complejo. Esto es debido a que la
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concentración de ciclodextrina en el complejo es elevada y solapa las bandas de absorción
del retinal. Sin embargo, la banda de absorción IR correspondiente al carbonilo, y
característica del retinal, se deforma y modifica pero no desparece, solo se desplaza.
Hemos de tener en cuenta que en la mezcla física el solapamiento no es tan
evidente, probablemente debido a que la concentración de ciclodextrina es menor que en
el complejo. Consecuentemente en el momento de preparar la mezcla física, supusimos que
se produce la formación de un complejo 1:1 (retinal/13-CD>, por lo que la proporción en
peso de fA-CO corresponde a la que hemos supuesto. Sin embargo, el espectro IR del
compuesto de inclusión demuestra que la concentración de ciclodextrina es mayor, lo cual
a nuestro entender puede explicarse de dos maneras: bien porque a la vista de los datos
de la estequiametría, ésta no sea 1:1, o bien porque en la obtención del complejo sólido,
parte de las moléculas de ciclodextrina que no incluyen al retinal hubieran precipitado junto
con el complejo.
Aunque la espectroscopia IR no es la técnica idónea para el estudio de este tipo de
complejos, debido a que las modificaciones espectrales quedan ocultas por la presenc¡a
mayoritaria de moléculas de ciclodextrina, algunos autores se basan en las pequeñas
alteraciones observadas en el espectro IR del complejo, para proponer la existencia del
complejo de inclusión para fA-CO y antiinflamatorios <indometacina o ácido flufenámico>,
donde la banda del carbonilo se desplaza a frecuencias más bajas o desaparece debido al
ensanchamiento de la banda.
306 Resultados y Discusión
ASS
OH
8A
H
C
~
g
2
O
q
O
—
1
¡¡4
L]
¡
¡
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
_
g
-sCoooo,‘oo½-0-o,2cao,
1
CotAJ¿5
‘A
307
Resultados
y
Discusión
8
2
2
2
ARSORBA’IC~
‘‘¡‘[II’
—
2
s
t,(“IIIt—
<¶ívw
<.iítrF
ii;f;Lv.
liii
tIi~rt
•i.~
¡
1
-rs-
1~
9
9
ciIt
2
-
o,o
*
o
,
-
Coo,
.0o,Eocao,
2
u
—
‘ocao
o
Co0o,o,o
-
1..
cao,Co
£
LO(n
2
2
VI3NVIIHHS
flfll
10%
Resultados
y
Discusión
308
A
LtOHLAHHC
LA
8
2
2
8
888828
cjuIto,Itci‘4-ItcaNo,EIto,o‘o-oo
O
Coo,ocao,CociiÑLO
4
+
II¡¡¡
¡
~
~
‘1
~t3NV1PW
~j~1
10
4
Resultados
y
Discusión
309
uIto,‘oItca•CoItca“4o,EItIt‘oItCoCoo,o‘4.o.o
‘ocacaIt‘oo,o,Coo
olo
‘~0.
o
310
Resultados
y
Discusión
ootoooooooooooo1004
45ooo
1—
Resultados
yDiscusión
Co)Ito,a:‘ocaLooCoIto,
E
o
,
o.Cou45a:(n
oo
311
lII.B.1 .4 ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION POR METODOS TERMICOS
En las FIGURAS 155 y 156 se presentan las curvas obtenidas en el estudio por
termogravimetría (TG) y termogravimetria diferencial <DGT> tanto del complejo retinal/IS-CO
como de la mezcla física, así como la curva de termogravimetría de la ciclodextrina pura
<FIGURA 157>.
En el caso de la mezcla física se aprecia una primera pérdida de peso inicial con un
máximo situado a 40W (como se observa en la curva de DTG> y cuyo valor es de
aproximadamente un 3%, que podría atribuirse al retinal. Se aprecia un segundo pico
situado a 72W, con una pérdida de peso ligeramente superior al 12%, atribuible a la
pérdida de humedad de la ciclodextrina y que según la bibliografía [1989 L LVII] suele
producirse en torno a 100W, cuyo valor es de aproximadamente un 14%. En la FIGURA
158, correspondiente a distintos métodos térmicos empleados para la l3-C, se muestra que
en el estudio por DTG, el máximo debido a la pérdida de agua aparece a 70W.
Paralelamente y en concordancia con los datos de la bibliografía, la descomposición de la
molécula de ciclodextrina comienza en torno a los 250W, para producirse la fusión en Un
punto próximo a los 300W, que en nuestro caso y según el pico que muestra la derivada
(DTG>, aparece a 283W.
Si estudiamos detenidamente las curvas de TG y DTG, para el complejo de
inclusión, observamos que se produce una pérdida de peso de forma continua, pero no se
aprecian pérdidas significativas salvo la que se produce como consecuencia de la
descomposición de la ciclodextrina, que se inicia en torno a los 230W. Hemos de señalar
que en este caso, la curva presenta mayor ruido debido a que la cantidad de complejo de
que se dispuso era muy pequeña.
Si se comparan todos estas curvas, se puede afirmar que los resultados obtenidos
en el estudio por temogravimetría confirman la formación del complejo de inclusión, debido
a que en el complejo no se observa claramente la pérdida de peso del retinal, sino que
dicha pérdida, junto con la de la posible humedad de la ciclodextrina, se produce de forma
continua y a temperatura más elevada, lo que implica una protección del retinal en el
complejo de inclusión. La citada formación del complejo de inclusión reduce, al menos
parcialmente, la volatilidad de los sustratos incluidos, como se ha demostrado en el caso
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de los derivados de ácido cinámico [1979 CPB 76]. Según el tipo de sustitución del ácido
cinámico y tras la formación del complejo de inclusión con ciclodextrina, el estudio por
termogravimetría permite apreciar las variaciones en la volatilidad de estos ácidos.
Por otra parte, hemos de considerar que en el caso del complejo de inclusión, es
posible que no se observe de forma clara la pérdida de humedad en el estudio por TG, ya
que el complejo se liofilizó previamente y por tanto podría haberse eliminado la humedad,
si no en su totalidad al menos parcialmente.
Asimismo, si se comparan las curvas de termogravimetría para el complejo y la
mezcla física, se puede apreciar que la pérdida de peso para la temperatura
correspondiente a la descomposición de la 13-CD es mayor en el caso del complejo
<~ 79%) que en la mezcla física (~ 60%). Dado que la mezcla física fue preparada
considerando que el complejo de inclusión retinal/13-CD era del tipo 1:1, esta pérdida de
peso, mayor en el caso del complejo, confirma lo ya observado por espectrofotometría de
absorción IR con respecto al hecho de que la cantidad de l3-CD en el complejo es mayor
de lo supuesto, ya sea debido a las consideraciones estequiométricas, ya sea debido al
hecho de que las moléculas de ciclodextrina libre y cristalizada acompañan al complejo de
inclusión.
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111.8.2 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA Y DE LAS CONSTANTES DE
ASOCIACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION DE RETINOIDES CON
CICLODEXTRINAS
111.8.2.1 ESTEQUIOMETRIA
Se determinó la estequiometria de los complejos retinoide/CD siguiendo el método
de las variaciones continuas [1928 AnnCP 113] [1941 JACS 437]. Se eligió una
ciclodextrina como modelo (HP(3-CD o fA-OD> con cada uno de los retinoides. Dado que la
suma de las concentraciones de retinoide + ciclodextrina tiene que ser constante, se
ensayaron los niveles 1x1&3 M y lxlO-2 M. Se observó que cuando la suma de las
concentraciones es 1x103 M, no se obtienen los complejos retinoide/CD en la forma
adecuada, probablemente debido a que la concentración de CD no es lo suficientemente
alta. Por ello se prepararon los complejos de manera que la suma de las concentraciones
finales de la molécula que se iba a incluir y la ciclodextrina se mantiene constante
en 1x102 M.
Hemos de señalar no obstante, que éstas no constituyen las condiciones más
apropiadas, ya que el exceso de ciclodextrina, con respecto al retinoide. no es el que
habitualmente se utiliza para formar el complejo. Asimismo, dado que la concentración de
retinoide es mucho más elevada de lo normal para las relaciones retinal/CD (se llegan a
alcanzar valores tan elevados como 8x103 M>, las absorbancias son elevadas y las
condiciones de lectura de absorbancia pueden hallarse sujetas a errores que en las
condiciones habituales no se producen.
Otro hecho que se puede señalar es que en estos niveles de concentración que son
necesarios emplear para el cálculo de la estequiometría, en el caso de la fA-CO, como se
trabaja al límite de solubilidad de la misma se produce una ligera precipitación del complejo
y la determinación espectrofotométrica de las soluciones, puede verse afectada por errores
debidos a fenómenos de dispersión de la radiación electromagnética.
Por esta razón y dado que los complejos formados con HPIA-CD son más
hidrosolubles que los formados con 13-CO, se calculó su estequiometria excepto en los
casos del retinal y sus isómeros geométricos 9-c¡s y 1 3-c¡s para los cuales los cálculos se
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realizaron con ambas ciclodextrinas, ya que el retinal se ha tomado siempre como molécula
modelo para el estudio del proceso de inclusión. Asimismo, se utilizó también la 13-CO para
el cálculo de la estequiometría en el caso del ácido retinoico, ya que no presentó problemas
de solubilización del complejo con esta CD.
Antes de exponer los resultados obtenidos, hemos de señalar, tal y como describe
Job al diseñar el método de las variaciones continuas para el cálculo de la estequiometría,
que: “los complejos perfectos son prácticamente estables en solución y los imperfectos
coexisten en equilibrio con las correspondientes especies libres”. Es esta inestabilidad, más
o menos apreciable, la que les confiere una actividad y unas características químicas
particulares, que probablemente adquieren especial relevancia en el caso de los complejos
con ciclodextrinas, donde las fuerzas de unión son extremadamente débiles. En el cálculo
de la estequiometria, siguiendo el método de Job, la propiedad del sistema que se evalúa
(en nuestro caso la absorbancia) ha de ser independiente de las especies libres. Dado que
los retinoides son muy hidrófobos, la lectura de absorbancia debida al complejo no debe
por tanto verse afectada por la posible fracción de retinoide libre presente en la solución.
No obstante, hemos detener en cuenta que aún siendo ésta muy pequeña puede constituir
una causa de error.
En el caso del retinal, se procedió al cálculo de la estequiometría tanto para la
HPIZ-CD como para la l’3-CD, como ya hemos señalado antes. Como ya se comentará más
adelante, los resultados obtenidos apuntan a una estequiometría distinta para ambas
ciclodextrinas. Asimismo, en el caso de la 13-CO, dado que a este nivel de concentraciones
retinal/CO se produce una precipitación apreciable del complejo con el paso del tiempo, se
siguió la metodología que se expone a continuación. En primer lugar, se prepararon los
complejos de acuerdo con el procedimiento habitual y transcurrido el tiempo necesario se
midieron las absorbancias de estas soluciones.
Los resultados obtenidos, de acuerdo con los cálculos se muestran en la FIGURA
159, que como se puede apreciar indica que la estequiometría del complejo ret¡nal/I&-CD
es 1:1. Así pues, el máximo de absorbancia y por tanto la máxima formación de complejo,
se produce para una relación [R]/<[R]+[CD]) de 0’5, lo cual implica que la asociación es
1:1. No obstante, la absorbancia presenta un valor exactamente igual a la anterior para una
relación molar [R]/<[R]+ [CD])de O’4, lo cual puede indicar que algunas moléculas de retinal
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Determinación de la estequlometria del complejo todo-trans retinal/8-CD en solución acuosa
por el método de las variaciones continuas según el procedimiento descrito en la
metodología. A: absorbancia. IR]: concentración molar de retinoide, [CDI: concentración
molar de ciclodextrina, IR! + [CDI = 1 O~24l.
1.2
A 1~0
0.8
0.8
0.4
0.2
0.0
[R]/(jjR]-¡- [CD]>
FIGURA 160: Determinación de la estequiometría del complejo todo-trans retinal/IZ-CD en solución acuosa
por el método de las variaciones continuas según el procedimiento descrito en la
metodología. Valores de absorbancia medidos para el sobrenadante. A: absorbancia.
IR]: concentración molar de retinoide, ¡CDI: concentración molar de ciclodextrina.
[RI-¡-[CDI = 1U2M
A 3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
LEO
FIGURA 159:
o
o
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podrían estar asociadas a otra molécula más de ciclodextrina. Sin embargo, el ajuste
polinomial da el máximo para la estequiometría 1:1, lo cual parece apuntar a que aunque
existan algunas moléculas de retinal asociadas a más de una molécula de CD, su
proporción es muy baja, y por tanto el resultado global es una estequiometría 1:1.
Dado que se observó una cierta precipitación de este complejo, se centrifugaron las
soluciones y se leyeron en el espectrofotométro UV-VIS los sobrenadantes (FIGURA 160).
Los precipitados se redisolvieron en un volumen de agua superior al que se encontraban
<10 mL) hasta lograr la disolución completa de los complejos (Vf = 25 mL) y estas
soluciones fueron igualmente medidas por espectrofotometría de absorción UV-VIS. Los
espectros de absorción correspondientes a las soluciones del complejo precipitado y
redisuelto se muestran en la FIGURA 161A-161G.
Los valores de la absorbencia, correspondientes a los sobrenadantes, indican que
existen más moléculas de retinal libre que incluido, ya que el máximo que da el ajuste
polinomial se encuentra para una relación retinall<retinal+CD) de 0’8.
Con los valores de absorbancia obtenidos para los complejos precipitados y
redisueltos se llevó a cabo la representación gráfica, para el cálculo de la estequiametria
<FIGURA 162). Se puede apreciar que el máximo del ajuste se sitúa para una relación molar
[R]I«R]+ [CD]) de O’3, lo cual indica que la estequiometría del complejo, una vez que ha
precipitado, es predominantemente de tipo 1:2 <RICO>. Sin embargo, si observamos
detenidamente los puntos de la representación gráfica, podemos apreciar que la máxima
absorbencia se presenta para una relación molar [R]/<[R]+ [CD)>de 0’5. Por ello, si bien el
ajuste sitúa el máximo para un complejo 1:2 (RICO>, es probable que existan también
complelos de estequiometri’a 1:1.
En la FIGURA 163 se presentan los resultados obtenidos en este estudio de
estequiometría para el complejo retinal/HPI&-CD. Puesto que la hidrosolubilidad de esta
ciclodextrina es mayor, no se presentan problemas de solubilización del complejo, ni a altas
ni a bajas concentraciones de retinal. El máximo dado por el ajuste polinomial se produce
para una relación [R)/([RI+ [CD]) de 0’35, lo que indica de forma clara que existen el doble
de moléculas de ciclodextrina por cada molécula de retinal. Por tanto, la estequiometría del
complejo será 1:2 (R/CD).
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2.0
A
1.5
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a.s
0.0
FIGURA 162:
[R]/([E]+ [CD]>
Determinación de laestequlometria del complejo todo-trans retinalil?-CD por elmétodo de las
variaciones continuas según el procedimiento descrito en la metodología. Valores de
absorbancia medidos para lassoluciones obtenidas después de red/solver el complejo sólido
en agua. A: absorbancia. [Rl: concentración molar de retinoide. [CDI: concentración molar
de ciclodextúna, IR] + ¡CDI = 1U~AI.
2.0
A
1.5
1.0
0.5
0.0
IIRII/(IIRII+ [CD]>
FIGURA 163: Determinación de la estequiometría del complejo retinal/HPIS-CD en solución acuosa por el
método de las variaciones continuas según el procedimiento descrito en la metodología.
A: absorbancia. IR!: concentración molar de retinoide, [CDI: concentración molar de
ciclodextrina, IR]± [CDI 1 U2M.
o
o
o
o o
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Es probable que en el caso de la I3-CD, se formen inicialmente en solución complejos
de estequiometría 1:1, los cuales van evolucionando lentamente hacia la formación de
complejos de estequiometría 1:2 <R/CD). Estos agregados son más insolubles y se produce
su precipitación; por ello, la evolución en el tiempo tiende a la formación de complejos de
estequiometría 1:2, aunque también pueden coexistir los de estequiometría 1:1. Este
comportamiento tendente a la precipitación no se observa en el caso de la HPIA-CD.
La formación de estos complejos de estequiometría 1:2 con IS-CD explica las
pérdidas de peso observadas en los resultados obtenidos por termogravimetría para el
complejo de inclusión sólido R/CO y asimismo corroboran los obtenidos por IR y 1H-RMN,
igualmente en el caso de los complejos sólidos.
Los resultados obtenidos para los isómeros geométricos del 1 3-cis y 9-c¡s retinal
con IL-CD se muestran en las FIGURAS 164 Y 165 respectivamente. Hemos de tener en
cuenta que para ambos isómeros geométricos del retinal, la concentración R+CD fue de
1x103 M <en vez de 1x102 M) debido a la escasez de dichos isómeros. La estequiometría
para el 9-cis parece ser del tipo 1:2 ó 1:3 (R/CD) ya que el máximo de absorbancia ~e
produce para una relación molar comprendida entre 0’2 y 0’3. La dispersión de los puntos,
con respecto al ajuste polinomial, es muy apreciable por lo que estos resultados han de
tenerse en cuenta pero con ciertas reservas. En el caso del 1 3-cis retinal pueden hacerse
consideraciones análogas debido a la gran dispersión de los puntos.
Parece lógico pensar que en estos isómeros, que presentan mayor impedimento
estérico, la inclusión sea dificultosa. Sin embargo, estos compuestos son de polaridad más
baja que el todo-trans retinal, por lo que desde este punto de vista la inclusión estaría
favorecida. Teniendo en cuenta que el nivel de concentraciones máximo de ciclodextrina
es del orden de 103M y estas no son las condiciones óptimas para la formación del
complejo, podemos suponer que estos complejos se incluyen en la cavidad de la
ciclodextrina, pero no podemos cuantificar de forma exacta cual es la estequiometría de
los mismos.
El retinol con la HPI&-CD presenta un buen ajuste de los datos experimentales y
como se aprecia en la FIGURA 166 el máximo de absorbancia se produce para una relación
molar [R]/<[R]+ [CD]>de 0’5, lo cual indica que la estequiometría de este complejo es 1:1,
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FIGURA 164: Determinación de la estequiometrfa del complejo 13-cis retinal/l3-CD en solución acuosa por
el método de las variaciones continuas según el procedimiento descrito en la metodología.
A: absorbancia. [Rl: concentración molar de retinoide, ¡CDI: concentración molar de
ciclodextrina. ¡Rl + [CDI = 103M.
0.4
A
0.3
0.2
0.1
0.0
[R]/([Rj-i-[CD])
FIGURA 165: Determinación de la estequiometría del complejo 9-cis retinal/g-CD por el método de las
variaciones continuas según elprocedimiento descrito en la metodología. A: absorbancia.
IR]: concentración molar de retinoide. (CDI: concentración molar de ciclodextrina,
[Afl- ¡CDI = JUSM
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tal y como podría esperarse si se tienen en cuenta las características de polaridad de esta
molécula. Su resto hidroxílico le confiere un carácter más polar que el del retinal y puede
pensarse en la formación de complejos donde el anillo de ciclohexeno y parte de la cadena
etilénica quedan “encapsulados” en la cavidad de la ciclodextrina, permaneciendo el resto
alcohólico en la fase acuosa externa y estabilizándose el complejo gracias a la formación
de puentes de hidrógeno con las moléculas de agua.
Un análogo del retinol, pero de menor polaridad, el acetato de retinilo (FIGURA
167), presenta una estequiometria 1:2 <R/CO) con la HPI&-CD. Por razonamiento análogo
al anterior, podemos afirmar que este compuesto, de polaridad menor que la del retinol y
ligeramente superior a la del retinal, forma complejos de estequiometría 1:2 al igual que lo
hace el retinal en el caso de la HPI3-CD. La existencia de esta estequiometria, diferente
para la HPIA-CD y la I3-CD, puede explicarse basándose en las consideraciones de la
hidrosolubilidad de los complejos y de la variación en la longitud de la cavidad de la
ciclodextrina, como consecuencia de los grupos hidroxipropilo.
Siguiendo razonamientos análogos a los anteriores, el ácido retinoico presenta la
polaridad más elevada de los retinoides estudiados, por lo que cabría esperar una relación
estequiométrica 1:1. Sin embargo, tal y como se aprecia en la FIGURA 168, los resultados
apuntan hacia una estequiometría R/CO 1:2. Además, parece ser que en el caso de 13-CO,
según se desprende de lo que se observa en el complejo retinal/13-CD disuelto, está más
favorecida una estequiometría 1:1 que para la HPB-CD. Sin embargo los resultados indican
de forma evidente que la estequiometría no es la anteriormente indicada. Existen otros
ácidos alifáticos de cadena larga así como moléculas de gran tamaño, para los que se han
descrito también relaciones estequiométricas 1:2 (X/CD), por lo que no debe sorprendernos
la relación estequiométrica obtenida.
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FIGURA 166: Determinación de la estequiometría del complejo retinol/l-IPB-CD en solución acuosa por el
método de las variaciones continuas según el procedimiento descrito en la metodología.
A: absorbancia. IR]: concentración molar de retinoide, [CD]: concentración molar de
ciclodextrina. IR!+ ¡CDI = IU2M.
0.3
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0.2
0.1
0.0
[R]/([R]--[CD])
FIGURA 167: Determinación de la estequiometria del complejo acetato de retinilo/HPIS-CD en solución
acuosa por el método de las variaciones continuas según elprocedimiento descrito en la
metodologia. A: absorbancia. IR]: concentración molar de retinoide, [CD]: concentración
molar de ciclodextrina. [Rl+ [CD! = 102M.
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1.0
IIR]/(IIRI±[CD])
FIGURA 168: Determinación de laestequiometrfa del complejo ácido retinoico//3-CD en solución acuosa por
el método de las variaciones continuas según elprocedimiento descrito en la metodología.
A: absorbancia. IR!: concentración molar de retinoide. ¡CD]: concentración molar de
ciclodextrina. IR] + [CDI = 1 O’2M.
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III .B.2.2 CONSTANTES DE ASOCIACION
En las FIGURAS 169 a 177 se muestran los resultados obtenidos para el cálculo de
las constantes de asociación de los complejos con B-CD e HPI3-CD y los retinoides
estudiados. Se llevó a cabo este estudio con ambas ciclodextrinas a fin de verificar si las
distintas características de las cavidades de la l3-CD y la HPB-CD afectan al proceso de
inclusión.
Se siguió el procedimiento descrito por Benesi-Hildebrand para el cálculo de estas
constantes y la técnica empleada para dicho cálculo fue la espectrofotometría de absorción
Uy-VIS. En consecuencia se procedió a la representación gráfica del doble recíproco de la
absorbancia y la concentración. Según se describe en la bibliografía [1982 LXXXIV] al
hacer esta representación gráfica debe obtenerse una línea recta, de la cual se puede
deducir el valor de la constante de asociación (K8 = m/b, siendo b la ordenada en el origen
y m la pendiente de la recta) o bien su inversa, la constante de disociación del complejo
<lCd = blm).
Pueden obtenerse líneas rectas aceptables al representar 1/A frente a 1 /C, tanto
para complejos con estequiometría 1:1 como para complejos con estequiometría 2:1
(CDlmolécula huésped) si bien en el caso de la estequiometría 2:1 la linealidad no tiene por
qué ser buena. Este método puede dar una idea aproximada acerca de la estequiometria
de los complejos pero nunca es concluyente con respecto a este tema y sin embargo es
el adecuado para el cálculo de las constantes de equilibrio. Por ello, en nuestro caso
llevamos a cabo paralelamente las experiencias correspondientes al cálculo de las
relaciones estequiométricas.
Con las experiencias realizadas para el cálculo de las constantes de asociación, se
procedió a la representación gráfica del doble recíproco con 1/A frente a 1 /C y se
obtuvieron coeficientes de correlación del orden de O’8, por lo que a la vista de estos
resultados y de los obtenidos en los cálculos de la estequiometría, se procedió a realizar
la representación gráfica del doble reciproco con 1/A frente a 1/C
2, puesto que los datos
estequiométricos en muchos casos indican claramente una estequiometría 2:1 <CD/R). En
este caso los coeficientes de correlación son del orden de O’95. Aunque desde un punto
de vista estricto esto no supone una buena correlación lineal, sin embargo permite el
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cálculo de las constantes de asociación aparentes de los complejos. Los resultados
obtenidos <log K> se presentan en la TABLA IX.
Los valores que se han hallado para las constantes de asociación son elevados, de
un orden de magnitud igual o superior a los obtenidos para los complejos ternarios
¡ACO/pireno/alcoholes [1988 JIP 277] y también para una amplia variedad de compuestos
de estructura química compleja, como la progesterona <K = 13.200>, la espironolactona
= 27.500), la digoxina (K = 11.200> y la clorpromazina <K = 12000> y que en la
mayoría de los casos originan complejos de estequiometría 2:1 (CD/molécula huésped>
como se muestra en la TABLA X. Estos datos implican, que una vez formado el complejo,
la asociación entre las ciclodextrinas y las moléculas de retinoide es muy fuerte y por tanto
los complejos formados son muy estables. Sin embargo, ninguna de las consideraciones
que se realizan en este apartado son válidas en el caso del retinol, ya que para este
compuesto, debido a la gran dispersión de los datos experimentales, no se pudo proceder
al cálculo de las constantes de asociación.
Las constantes más elevadas se obtienen para el todo-trans retinal, seguido de sus
isómeros (9-cis y 1 3-cis). Dado que todos los isómeros forman complejos de inclusión muy
estables con la 13-CD, parece que la distinta geometría molecular de los tres no es el factot
determinante en el proceso de inclusión. En el caso del 9-cis retinal no se llevó a cabo el
cálculo de la constante de asociación con la HPIA-CD, debido a la imposibilidad de detectar
la formación del complejo. Considerando la disposición espacial del 9-cts retinal y teniendo
en cuenta que la cavidad de la HPIS-CD es mucho más alargada que la de la 13-CO debido
a la sustitución por los grupos hidroxipropilo, es muy probable que resulte estéricamente
impedida la formación del complejo de inclusión para este isómero o si se forma, la
penetración de la molécula huésped no sea efectiva. Así pues, en las distintas experiencias
encaminadas a la formación del complejo de este isómero con HPIS-CD no se obtiene
resultado alguno.
Por otra parte, si se comparan los valores de las constantes de asociación del todo-
trans retinal y el 1 3-cts retinal con las dos ciclodextrinas estudiadas, se observa que el
isómero trans sigue un comportamiento semejante a sus análogos <ácido y éster) de
geometría todo-trans; es decir, para todos ellos la constante de asociación es menor en el
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caso de la HPI3-CD que en el de la 13-CO. Sin embargo, el 1 3-cis retinal presenta valores
muy semejantes para la HPIS-CD y la 13-CD.
En el caso de la 13-CO debe tenerse en cuenta que para todos estos retinoides la
disposición es todo-trans y el impedimento estérico, con respecto a la inclusión, es muy
reducido, debido a la disposición en el plano de la molécula, por lo que la inclusión debe
llevarse a cabo de un modo similar. Si ésto es así, podemos suponer que la parte más
hidrofóbico de la molécula, es decir el anillo de ciclohexeno y parte de la cadena etilénica,
los que penetran en la cavidad de la ciclodextrina. No obstante, los valores de las
constantes de afinidad para la lS-CD y los distintos retinoides todo-trans son distintos, por
ello si la parte incluida es análoga en todas las moléculas hay que buscar la causa de esta
diferencia en el grupo funcional característico de cada una de ellas. Este grupo es el origen
de apreciables diferencias de solubilidad de estos retinoides. Como para que se produzca
la inclusión las moléculas adheridas a la pared del matraz han de pasar a la solución antes
de incluirse, aquellos derivados que sean menos hidrosolubles tenderán a incluirse con
mayor fuerza en la cavidad hidrofóbica, pero también tendrán una mayor dificultad para
acceder a la solución acuosa y posteriormente formar el complejo. Todo ello explica la
variabilidad de los resultados a la hora de obtener el complejo, ya que entran en juego dos
procesos competitivos, pudiendo ser la polaridad el factor determinante.
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compuesto cuyo extremo hidrofilico <ácido, alcohol, éster o grupo carbonflico> de lugar a
un derivado que presente la solubilidad más baja en agua. Si comparamos el orden de
polaridad: ácido > alcohol > carbonilo > acetato, el acetato de retinilo, por ser el más
apolar, debería tener la constante de asociación más alta. Sin embargo, al ser más soluble
en agua que el retinal y el ácido retinoico, la molécula más fácilmente incluida es el retinal,
seguida del ácido en función de sus características geométricas y fundamentalmente de
su hidrofobicidad. Estos mismos hechos pueden justificarse si se tienen en cuenta los
comportamientos análogos descritos en la bibliografía. Se puede observar por ejemplo, que
existen complejos de inclusión cuyas constantes de asociación son más elevadas para las
formas más polares que para las apolares. Se han de comparar en estas circunstancias las
obtenidas para el ion p-nitrofenolato, más polar <K~ = 4x1 Ot y el p-nitrofenol menos polar
= 5’3x102> con 13-CO (FIGURA 178>.
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Para la HP13-CD, los valores de las constantes de asociación son aproximadamente
dos órdenes de magnitud menores que los obtenidos para los respectivos complejos con
13-CD. En la TABLA Xl se muestra la relación entre log K para los complejos
retinoides/13-CD y retinoides/HPIA-CD y las refracciones molares de dichos retinoides. Se
aprecia que en el caso de los complejos con fA-CD, disminuye el valor de las constantes de
asociación al aumentar la refracción molar de los compuestos incluidos. Este
comportamiento podría relacionarse con la facilidad del proceso de inclusión según la
polarizabilidad de la molécula, ya que la refracción molar está íntimamente relacionada con
la polarizabilidad. Estas moléculas con dobles enlaces conjugados son polarizables por la
cavidad de la B-CD y parece que este efecto es más importante en el caso del retinal que
presenta una mayor constante de asociación. En el caso de los complejos con la HPB-CD
no pudo establecerse una relación similar entre log K y refracción molar.
Teniendo presente que la HP13-CD es más hidrosoluble y que su cavidad es menos
apolar, la fuerza del enlace en las proximidades del radio de Van der Waals puede ser
menor lo que explica que la tendencia a la inclusión sea más baja. El orden de los valores
de las constantes de asociación obtenidas con estos retinoides debería dar lugar a un valor-
de la constante de asociación más elevado para el ácido que el que se obtiene (en concreto
mayor que para el acetato y menor que para el retinal por razonamientos análogos a los
anteriores). Sin embargo, a lo largo del trabajo experimental se ha podido constatar que
la formación de un complejo con el ácido retinoico y la HP13-CD es muy dificultosa, lo cual
podría explicar el bajo valor de la constante de asociación. La razón por la cual la formación
del complejo no es fácil, no se deduce de forma evidente de los datos experimentales ni
de las bases teóricas que apoyan la formación de los complejos de inclusión. Pensamos
que se pueden establecer repulsiones electrostáticas, entre los grupos hidroxipropilo de la
HP13-CD y los grupos carboxílicos del ácido, que dificulten la formación del complejo,
haciendo que disminuya sensiblemente el valor de K.’. La formación de enlaces por puentes
de hidrógeno podría asimismo favorecer el hecho de que el ácido retinoico quede “pegado”
a la ciclodextrina, pudiendo formarse un complejo bastante inestable (FIGURA 179).
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FIGURA 16.9: Representación del doble recíproco para el cálculo de laconstante de asociación del complejo
todo-trans retinal/8-CD en solución acuosa. A: absorbancia, C: concentración (Mi.
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FIGURA 170: Representación del doble reciproco para el cálculo de la constante de asociación del complejo
1 3-cis retinal/13-CD en solución acuosa. A: absorbancia. C: concentración (Mi.
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FIGURA 1 71: Representación del doble recíproco para el cálculo de laconstante de asociación del complejo
9-cís retinal/I3-CD en solución acuosa. A: absorbancia, C: concentración (M).
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FIGURA 772: Representación del doble recíproco para el cálculo de laconstante de asociación del complejo
todo-trans retinal/l-IPWCD en solución acuosa. A: absorbancia. C: concentración (MI.
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FIGURA 1 73: Representación del doble recíproco para el cálculo de la constante de asociación del complejo
1 3-cis retinal/flPR-CD en solución acuosa. A: absorbancia, C: concentración (Mi.
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FIGURA 174: Representación del doble reciproco para el cálculo de la constante de asociación de/complejo
acetato de retinilo/l3-CD en solución acuosa. A. absorbancia. C: concentración (Mi.
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Representación del doble reciproco para el cálculo de laconstante de asociación del complejo
acetato de retinilo/HPU-CD en solución acuosa. A: absorbancia, C: concentración (Mi.
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Representación del doble reciproco para el cálculo de la constante de asociación del complejo
ácido retinoico/13-CD en solución acuosa. A: absorbancia. C: concentración (M).
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FIGURA 177: Representación del doble reciproco para el cálculo de laconstante de asociación del complejo
ácido retinoico/HPl3-CD en solución acuosa. A: absorbancia. C: concentración (Mi.
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FIGURA 178: Constantes de disociación (1<d> para los complejos de inclusión de a-CD con derivados de
p-nitrofenol y sus correspondientes aniones. (‘1 no se forma complejo.
Resultados y Discusión 339
‘o
¡o
ocaoo,Looca~Ito,o,LoCoo,Cooo,o.ECoca‘5o,•0oCocao,Coo,oIto,CoooCoo,EItLoCoo.ECocao,LoItca><o,It‘oIto.CooCoo,o.oLoCo<9
t
o
-
ca
~
Ito,-.
-
o
,
C
o
~0Co
~
C
oLo
Na:
o
o
340
Resultados
yDiscusión
TABLA IX: Valores de constantes de asociación (log Kl para los distintos complejos formados.
1: todo-trans retinal/ISCD, 2: todo-trans retinal/HP8-CD, 3: 1 3-cis retinal/13-CD.
4: 1 3-cis retinal/HPIS-CD. 5: 9-cis reíinal/tS-CD. 6: acetato de retinilo/l3-CD, 7: acetato de
retinilo/HP8-CD. 8: ácido retinoico/L3-CD. .9:ácido retinoico/HPIS-CD.
a-CD IL-CO rOD1
FARMACO Kc E Kc E Kc J E
prostagladina El 1430 1700 530 (2/1>
prostaglandina E2 560 1270
prostaglandina E20 250 1240 480 (1/1)
progesterona 150 13300 <2/1) 24000 (3/2)
testosterona 130 7540 <3/2) 16500 (2/1)
digoxina 180 11200 12200 (4/1)
digitoxina 290 17000 63600 (4/1)
TABLA X: Constantes de estabilidad (Kc) y estequiometría E (CD/fármaco) de los complejos de inclusión
entre distintos fármacos y ciclodextrinas.
II log K~cD log KHPB.OD ¡ R
~ Tado-trans retinal 5’99 3’91 82’726
Acetato de retinila 4’81 3*45 93’663
Acido retinoico 5’76 2’82 84’251
Valores de los logaritmos de las constantes de asociación (Kl de los complejos con la l3-CD
y la HPIS-CD con distintos retinoides y de la refracción molar (Rl de los citados retinoides.
TABLA Xl:
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lll.B.3 VENTAJAS DERIVADAS DE LA FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION DE
RETINOIDES CON CICLODEXTRINAS
lll.B.3.l ESTUDIO DE LOS PROCESOS DE FOTOISOMERIZACION DE RETINOIDES
EN MEDIOS HOMOGENEOS ORGANIZADOS POR HPLC
La fotoisomerización del retinal es uno de los procesos más importantes que tienen
lugar en la química de la visión. De entre todos los retinoides, la isomerización del retinal
es extremadamente rápida [1984 L VII]. Dado que esta fotorreacción transcurre muy
fácilmente, es obvio que la formación de complejos de inclusión con ciclodextrinas puede
suponer un impedimento a la misma. Si, por el contrario, se considera la actividad catalítica
de estos derivados macrocíclicos, podría ocurrir que se facilitase el proceso de
isomerización. A partir de estas consideraciones procedimos a la cuantificación de los
fotoproductos originados tras la irradiación, mediante cromatografía líquida de alta eficacia
<HPLC), ya que esta técnica permite su identificación y cuantificación.
Basándonos en los datos bibliográficos [1980 VR 3551 [1981 PP 267] el orden de
salida de los isómeros del retinal en fase normal, de menor a mayor tiempo de retención,
es: 1 3-cis < 11-cis < 9-c¡s < 7-ds < todo-trans. Para el ácido retinoico en fase inversa
la asignación de los picos se llevó a cabo según lo descrito [1989 JC 255] y el orden de
salida de menor a mayor tiempo de retención para los isómeros es : 11,1 3-dicis c 1 3-cis
< 11-cis .c 9-cis < 7-cis < todo-trans. Hacemos referencia al eluyente así como a la
columna empleada, tal y como se describe en la bibliografía, ya que un cambio en la fase
móvil, empleando el mismo tipo de columna, conlíeva alteraciones en el orden de salida de
los isómeros [1988 PP 831]; así: 11,1 3-dicis ‘c 11-cis ‘c 1 3-cis < 9-cis < todo-trans.
Como puede observarse en este caso, el tiempo de retención para el isómero 1 1-cis es
menor que para el isómero 1 3-c¡s <FIGURA 180>.
En nuestro caso logramos la separación de los isómeros del ácido retinoico en fase
inversa utilizando el sistema cromatográfico descrito en el apartado lll.A. 2.3, siguiendo
el protocolo desarrollado por Motto y ccl. [1989 JC 255]. Se eligió este método porque
la separación entre los distintos isómeros es mayor, alcanzándose una mejor resolución.
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Comentaremos a continuación los resultados obtenidos en el caso del retinal.
Inicialmente se planteó este estudio con la finalidad de verificar que, tras el proceso de
formación del complejo con ciclodextrinas, la isomerización no es mayoritaria. Si
comparamos los resultados obtenidos “a tiempo cero”, para las soluciones homógeneas
<hexano, etanol, acetonitrilo>, se observa que aparecen mayores cantidades de los isómeros
en medios organizados (ya sean micelas o ciclodextrinas) que en medios homogéneos
<FIGURA 181). Hemos de considerar que a tiempo cero, las soluciones homogéneas son
comparables con las de los medios organizados sólo parcialmente, ya que mientras que
estas últimas llevan preparadas 24 horas y han sido sometidas al proceso de agitación, las
soluciones en disolventes se han preparado justo antes de su separación cromatográfica.
De los resultados obtenidos en los distintos disolventes, es en el caso del etanol
<polar prótico> donde a tiempo cero se obtiene un mayor porcentaje de isómeros,
resultando ésto especialmente significativo en el caso del 1 3-cts retinal. En la oscuridad
y sin agitación, se pudo comprobar (FIGURA 182> que la solución etanólica de 9-cts retinal
sin irradiar, transcurrida una hora desde su preparación, da lugar a la aparición de
isómeros, lo cual indice como ya han señalado algunos autores que la isomerización es más
fácil en el seno de los disolventes polares [1970 Pp 249].
En los medios organizados, tanto en el caso de las micelas como de las
ciclodextrinas, el porcentaje de isomerización a tiempo cero es del orden del 10%. Estos
resultados podrían deberse, a que el proceso de agitación necesario para producir la
inclusión en la cavidad de la ciclodextrina facilite la isomerización, o como acabamos de
comentar, al entorno polar prótico de las soluciones acuosas que, junto con el tiempo
transcurrido, pueden acelerar la isomerización.
En los ensayos de fotoisomerización del todo-trans retinal, se pudo comprobar que
en general tras 60 minutos de irradiación, el isómero mayoritario es el 13-cts retinal,
excepto en el caso del acetonitrilo donde el isómero que aparece en mayor proporción es
el 11-cts retinal (FIGURA 183>.
La transformación del todo-trans retinal en sus correspondientes fotoisómeros es
más significativa en los tensoactivos, donde alcanza valores análogos a los obtenidos en
acetonitrilo y etanol. La transformación es menor en el caso de las ciclodextrinas (FIGURA
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184> y donde se obtiene menor porcentaje de fotoisomerización es en el caso del hexano.
Si se compara la transformación con el tiempo, del todo-trans retinal en los distintos
medios, puede apreciarse que la fotoisomerización es mucho más apreciable en el seno de
los medios micelares <FIGURA 1 85) seguido de los disolventes y finalmente la menor
transformación se produce en el caso de las ciclodextrinas. Por ejemplo, para la solución
de Brij-35, el isómero todo-trans disminuye en un 40%, si se comparan los resultados
obtenidos a tiempo cero y tras 60 minutos de irradiación. Para la solución en hexano, la
disminución es de un 22% mientras que para las distintas soluciones de ciclodextrinas, los
isomerización del todo-trans retinal tras la irradiación es sólo de un 8 a un 15%
<TABLA XII).
De estos resultados puede deducirse que las ciclodextrinas son los sistemas que
impiden de forma más eficaz el proceso de fotoisomerización. Esto puede explicarse si se
considera que, en el complejo de inclusión, la libertad de rotación de la molécula de retinal
está dificultada debido al medio constreñido que la envuelve. Sin embargo en las micelas,
que pueden considerarse como sistemas dinámicos, donde la inclusión de la molécula en
la capa apolar interna es menos fija, la capacidad de rotación de la molécula de retinal rio
está impedida, lo cual explica que la fotoisomerización transcurra sin dificultad [1988 JPPA
329].
No obstante en este caso de las micelas, la fotoisomerización es más fácil que en
hexano y semejante a la que se produce en el caso del etanol o el acetonitrilo. Todo ello
puede explicarse si se tienen en consideración las características de polaridad del entorno.
Puesto que los medios polares facilitan la fotoisomerización parece lógico pensar que en
un medio acuoso (elevada polaridad> si la molécula no se encuentra en un entorno rígido
la isomerización transcurre más rápida y fácilmente.
En el caso de las ciclodextrinas el disolvente es agua. Por tanto el medio es polar
prótico; sin embargo a diferencia de las micelas, una vez que se ha producido la inclusión
del retinal en la cavidad de la ciclodextrina, el entorno que le rodea es apolar y además las
moléculas incluidas se encuentran atrapadas en un espacio reducido. En las micelas, al
tratarse de un sistema dinámico las moléculas de retinal entran y salen de la fase apolar
interna y por tanto cuando quedan en el exterior quedan más expuestos a la
fotoisomerización.
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Si se comparan los porcentajes de isómeros existentes, a tiempo cero y tras 60
minutos de irradiación, podemos afirmar que los bajos porcentajes de isómeros que
aparecen en las soluciones de partida, son una consecuencia del proceso de agitación, ya
que las soluciones se miden tras 24 horas de agitación, pero han sido mantenidas en
completa oscuridad y por tanto no es la luz, sino la agitación y el tiempo transcurrido, los
que pueden facilitar la aparición de los isómeros. Sin embargo, al cabo de 60 minutos de
irradiación la presencia de isómeros es debida a la luz, ya que el porcentaje inicial de
partida de algunos de los isómeros es despreciable, frente a los porcentajes que se
obtienen por irradiación. Además se ha esperado un tiempo suficiente para alcanzar el
equilibrio fotoestacionario.
Por tanto, en estas condiciones las distintas soluciones son comparables entre sí
y los resultados obtenidos como consecuencia del proceso de irradiación son muy
indicativos. Por consiguiente, la formación del complejo de inclusión con las ciclodextrinas,
protege de forma efectiva a las moléculas de retinal con respecto a la fotoisomerización.
El 13-cis y el 9-c¡s retinal, dos compuestos utilizados como patrones para podér
identificar su presencia en los procesos de isomerización, fueron estudiados desde el punto
de vista de la isomerización en medios homogéneos <hexano y etanol>. En el caso del
13-cts retinal, el equilibrio fotoestacionario se alcanza más lentamente que en el caso del
todo-trans retinal. Sin embargo, el comportamiento para el isómero 9-cts es el contrario,
tal y como se desprende de los resultados que se presentan en las TABLAS XIII y XIV.
Paralelamente se llevaron a cabo los ensayos de fotoisomerización para el retinal
y el acetato de retinilo en medios homogéneos y organizados. Los resultados obtenidos
son de escasa relevancia, ya que estas moléculas son menos sensibles a la luz, por lo que
tras el mismo tiempo de irradiación no se aprecian variaciones significativas en el
porcentaje de isómero todo-trans y por tanto los resultados no son comparativos con los
obtenidos para el retinal y el ácido retinoico.
De forma análoga se realizaron las experiencias de fotoisomerización con el ácida
retinaico, el cual al igual que el retinal es extremadamente sensible a la luz. En este caso,
se logró su separación por HPLC en fase normal e inversa, aportando esta última una
mayor resolución y permitiendo la visualización de isómeros tales como el 11,1 3-dicis, el
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cual no se consigue separar cuando se emplea la fase normal. Hemos de señalar en este
punto, que otros autores que emplean fase inversa identifican un mayor número de
isómeros [1988 PP 831]. Este hecho puede deberse a que, a diferencia de nosotros, ellos
no emplean filtro durante el proceso de irradiación, lo cual puede dar lugar a un mayor
número de fotoproductos. Tanto en fase normal <FIGURA 186), como en fase inversa
(FIGURA 187> y al igual que lo descrito para el retinal, el isómero mayoritario es el 13-Gis.
Los resultados obtenidos en fase normal indican que al igual que en el caso del
retinal, el proceso de fotoisomerización se produce en el seno de los medios acuosos
micelares (FIGURA 188), seguido de los medios homogéneos. Son las ciclodextrinas
<FIGURA 189> las que proporcionan una mayor protección, al obtenerse las menores
reducciones en el porcentaje de isómero todo-trans tras la irradiación <TABLA XV).
Los resultados obtenidos tras la separación en fase inversa, demuestran que la
mayor protección la proporcionan las ciclodextrinas, seguida de los medios micelares y es
en etanol donde la fotoisomerización está más favorecida. Puesto que las condiciones de
irradiación son siempre las mismas, la formación de isómeros también debe ser semejante
independientemente de que para su separación se emplee fase inversa o fase normal. Por
lo tanto, si los resultados difierén, es consecuencia del medio elegido para la separación.
La fase inversa, al proporcionar una mayor resolución, permite una cuantificación
más adecuada, ya que es posible que en fase normal se obtenga un porcentaje de todo-
trans retinal más elevado, debido a que algún isómero que no se separe quede, englobado
en el pico correspondiente al isómero todo-trans. A la luz de estos resultados, parece que
la fase inversa es la más apropiada para la cuantificación, y según esto, los medios
organizados <ya sean micelas o ciclodextrinas) proporcionan mayor protección que los
disolventes homogéneos <etanol), donde la molécula puede rotar libremente. No obstante,
estos resultados han de enjuiciarse sólo para el caso que nos ocupa, donde es posible la
separación en fase inversa y también con ciertas reservas ya que la variabilidad de los
resultados es amplia.
A tenor de los resultados de la TABLA XVI, el Brij-35 presenta un comportamiento
más parecido al etanol y la HP13-CD es la ciclodextrina que parece proteger mejor a la
molécula, a diferencia de lo que sucede en fase normal, donde el Triton X-1 00 proporciona
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una protección semejante a la del etanol, ya que los porcentajes de variación del isómero
todo-trans son semejantes, mientras que el Brij-35 ofrece una protección semejante a la
de las ciclodextrinas, tratándose sin embargo de dos tensoactivos no iónicos de
caracteriticas químicas muy semejantes.
Comportamientos dispares como lo descritos, también han sido puestos de
manifiesto por otros autores [1988 JPPA 329] [1979 JC 113] para medios tales como
SDS, estearato de butilo y fosfatidil colina, con el retinal, para separaciones realizadas en
fase normal.
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lll.B.3.2 DETERMINACION CUANTITATIVA DE RETINOIDES POR FORMACION DE
COMPLEJOS DE INCLUSION
Dado que la formación de complejos con ciclodextrinas conlíeva una mejora en la
sensibilidad de distintas técnicas analíticas [1992 OR 1457], y teniendo en cuenta que los
derivados de retinoides son muy hidrófobos, pero que su determinación en soluciones
acuosas posee un notable interés, se realizaron curvas de calibrado tras la preparación de
complejos con ciclodextrinas a distintas concentraciones de retinoide. Para ello se
consideró un intervalo de concentraciones comprendido entre 5x10-6 M y 5xlOt M de
retinoide, valores en los que habitualmente se encuentran estos productos en los alimentos
y los organismos vivos [1986 L LVIII].
Se realizó un análisis espectrofotométrico UV-VIS de las soluciones acuosas y de
las soluciones preparadas con ciclodextrinas, siguiendo el protocolo del trabajo descrito en
el apartado lll.A.2.4, midiéndose las absorbancias a las longitudes de onda de absorción
correspondientes a cada complejo.
En las FIGURAS 190 a 196, se muestran los resultados obtenidos para los distintos
complejos retinoide/CD, así como para las soluciones acuosas obtenidas a partir de
soluciones etanólicas de los distintos retinoides.
En el caso de las soluciones acuosas <FIGURAS 190-193> el intervalo de
concentraciones estudiado se hace descender hasta un valor de 1x106 M. Esto se debe
a que debido a la metodología seguida (100 microlitros de solución etanólica que contiene
el retinoide disuelto se completan hasta 10 mL con agua>, a altas concentraciones de
retinoide (~ iO~ M) se produce opalescencia y las posibles desviaciones a la ley de
Lambert-Beer tienen repercusiones claras en la linealidad.
De esta forma, se puede apreciar que para el retinal, en el intervalo de
concentraciones comprendido entre lxi Q-5 M y 5x1 0~ M (FIGURA 1 90A>, la dispersión de
los puntos es muy apreciable, por lo que el coeficiente de correlación es bajo, mientras
que en el intervalo de 1x106 Ma 5x106 M (FIGURA 190B>, la dispersión de los puntos es
mucho menor. En este caso, aunque no puede afirmarse que existe una muy buena
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correlación lineal entre la absorbancia y la concentración de retinoide disuelto, el
coeficiente de correlación asciende hasta un valor de 0’96.
Es indudable que para poder comparar los resultados obtenidos en solución acuosa
y en presencia de ciclodextrinas, los retinoides deberían haber sido disueltos en agua, única
y exclusivamente. Sin embargo, como los valores de las lecturas de la absorbancia en
estas condiciones son aleatorios, se procedió a disolverlos en etanol, por lo que la lectura
espectrofotométrica es la debida al retinoide disuelto en etanol, cuya polaridad se ve
intensamente afectada por la presencia mayoritaria de agua <téngase en cuenta que la
proporción en volumen es de un 1 % de etanol en agua). Aún en estos casos en los que los
retinoides están disueltos gracias a la presencia del etanol y considerando el intervalo de
concentraciones de los mismos donde las desviaciones en las lecturas son mínimas, se
puede apreciar que para todos ellos la correlación lineal obtenida es baja <r = O’79-0’96)
y por tanto la determinación de estos compuestos en soluciones acuosas, aún en presencia
de solventes orgánicos, presenta serias dificultades.
La correlación más baja se obtiene en el caso del ácido retinoico <FIGURA 191>, que
es la molécula más polar y que por tanto debería tener una mayor afinidad por el medio
acuoso. Sin embargo, hemos de hacer dos consideraciones: la primera de ellas, es que por
una parte, debido a su extremo polar y a su cadena hidrofóbica, el ácido retinoico puede
tener un carácter anfifflico y mostrar cierto carácter tensoactivo, la segunda es que pueden
producirse asociaciones entre estas moléculas, mediante la formación de puentes de
hidrógeno intermoleculares, que dan lugar a la formación de dímeros, los cuales son más
insolubles que los monómeros [1986 PP 369].
La formación de complejos de inclusión con ciclodextrinas, permite la cuantificación
de los distintos derivados estudiados, con la excepción del retinol. Así pues, tanto el ácido
retinoico como el acetato de retinilo y el retinal, presentan una buena correlación lineal, con
coeficientes de correlación superiores a 0’99. En el caso del retinol, se ensayaron sin éxito
la 13-CD y la HPG-CD, no observándose en ningún caso correlación lineal y no pudiéndose
por tanto lograr una cuantificación del mismo en presencia de ciclodextrina.
El comportamiento del retinol, con respecto a la formación de complejos con
ciclodextrinas, es peculiar si se compara con sus análogos, ácido, aldehído y ester acético.
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El retinol forma los complejos con ciclodextrina, como lo demuestran los resultados
<absorción y fluorescencia> obtenidos a lo largo de esta memoria. Sin embargo, su
comportamiento con respecto a la inclusión es extremadamente aleatorio: es decir, la
inclusión se produce, pero no de forma repetitiva y regular. Así pues, el retinol presenta
una estequiometría 1:1, pero es imposible el cálculo de la constante de asociación del
complejo, debido a los datos tan dispersos que se obtienen. Además, aunque los espectros
de absorción y de fluorescencia ponen de manifiesto la formación del complejo en
numerosos ensayos, no se consiguen reproducir bien estos resultados. Este
comportamiento podría explicarse si se tiene en cuenta que el retinol puede formar puentes
de hidrógeno con las moléculas de agua debido a la presencia del grupo -OH. Esta
solvatación hace que la molécula de retinol sea más hidrosoluble y que por tanto tenga
menor tendencia a incluirse en la ciclodextrina, pudiendo quedar fijada únicamente sobre
su superficie, tal y como se comentó anteriormente para el ácido retinoico y la HPIA-CD.
A la vista de los resultados, parece ser que la formación de complejos de inclusión
con ciclodextrinas, puede constituir una alternativa eficaz para la determinación de estos
compuestos en medios acuosos, lo cual es de gran interés desde el punto de vista
biológico. Los resultados, en el caso del acetato de retinilo, el ácido retinoico y el retinal
así lo demuestran, ya que la regresión lineal es buena y la obtención de los complejos en
estas condiciones experimentales es reproducible. Hemos de considerar que el método
conlíeva la cuantificación en soluciones acuosas pero como desventaja implica una
metodología tediosa <24 horas para la preparación del complejo) lo cual disminuye la
versatilidad del método propuesto. Sin embargo, la determinación de estos compuestos en
medios orgánicos va acompañada de laboriosos procedimientos de extracción, con las
consiguientes pérdidas de analito, consumo de tiempo y disolventes, por lo que desde
nuestro punto de vista la formación de complejos con ciclodextrinas puede constituir una
alternativa valiosa para la determinación de los mismos.
Para finalizar este apartado, compararemos las pendientes de las rectas de
calibrado, obtenidas en soluciones acuosas que contienen el retinoide disuelto en etanol
y las obtenidas para los complejos con ciclodextrinas. En el caso de los complejos de
inclusión, las pendientes son ligeramente más altas para el acetato de retinilo y el ácido
retinoico, o aún mayores en el caso del retinal en el mismo intervalo de concentraciones.
No obstante, los valores numéricos no son completamente comparables puesto que las
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soluciones acuosas llevan incorporado etanol y el intervalo de concentraciones elegido es
ligeramente distinto.
De todo lo expuesto se deduce que la formación del complejo de inclusión permite
la determinación analítica de estos compuestos en soluciones acuosas con un buen
intervalo de linealidad, a la vez que mejora la sensibilidad salvo, en el caso del retinol.
366 Resultados y Discusión
;c
o
N~
o
o
o
o
o,
ci
~fi
Oo
a
.’,
oa.’,
a.’,
a4It,CoaciLoe”oe’:’It,oIt)8-Qo
ooo
ci
¡
¡0a
CVoo
oo,
o
o
o
o
o
o
o
1
¡
04
0
—
—
—
¡
¡
¡
Lo
U
It.>Lo
CO
<o
~
‘
CQ
O
o
o
o
o
o
o,1.~o,CouIt‘oCoo,uCoatiIt
ci
ti
-sIt‘oIto.Ito,,ItCoo,It
.5o,o,Itza.ItCoItuCo-‘5uIt-sE‘o.o,o,ItCoo,tiCoCoo,-Coo
~
a.
o,
.5
o
SAtio,Co
¡-‘O
tY
,>
¡-It
‘o
o
,,
-
~ItCoo,
tic
a
S
C
o
‘
-o
o
,C.,
LoIto.
o,’
5
.
caCo
0
It
‘L
o
¡-o
—
sti-Co
Ito
,
uItIt
~
L
o
-It
&o)ci
a
0o
367
Resultados
y
Discusión
0.07
o
A 0.06
o.0Ó -
0.04 — fin: 10.216
1v 6156 rIO’
r: 0’8655
0.01
0.00 t
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
C (MM)
FIGURA 191: Curva de calibrado y parámetros de regresión lineal obtenidos en la determinación
cuantitativa de acetato de retinilo en agua. A: absorbancia, C: concentración (pMJ.
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FIGURA 192: Curva de calibrado y parámetros de regresión lineal obtenidos en la determinación
cuantitativa de retinol en agua. A: absorbancia, C: concentración (pM).
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FIGURA 193: Curva de calibrado y parámetros de regresión lineal obtenidos en la determinación
cuantitativa de ácido retinoico en agua. A: absorbancia, C: concentración (pMJ.
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FIGURA 194: Curva de calibrado y parámetros de regresión lineal obtenidos en la determinación
cuantitativa de retinal mediante la formación de un complejo de inclusión hidrosoluble con
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cuantitativa de ácido retinoico mediante la formación de un complejo de inclusión
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Según se desprende de los resultados obtenidos por espectrofotometría de
absorción Uy-VIS, espectrofluorimetria, 1H-RMN y 13C-RMN, espectrofotometría de
absorción IR y métodos térmicos podemos afirmar que los retinoides objeto de la presente
memoria forman complejos de inclusión con distintos tipos de ciclodextrinas.
Un trabajo preliminar [1989ACA 2971, en el que se describe la formación de
complejos de inclusión entre el retinal y distintas ciclodextrinas, fue el punto de partida
para el desarrollo de la formación de complejos de inclusión con otros retinoides, al mismo
tiempo que se decidió ampliar el campo de estudio con otras ciclodextrinas, así como a
otras técnicas instrumentales. En este trabajo se pone de manifiesto que la formación de
complejos de inclusión entre el retinal y las ciclodextrinas permite observar a temperatura
ambiente la luminiscencia de una molécula, el retinal, que no fluoresce a temperatura
ambiente en soluciones homogéneas. Los rendimientos cuánticos obtenidos para estos
complejos fueron entre uno y dos órdenes de magnitud superiores a los que se obtienen
en soluciones homogéneas.
Una de la técnicas más utilizadas en la detección de complejos de inclusión con
ciclodextrinas es la espectrofotometría de absorción Uy-VIS. Dado que los retinoides son
prácticamente insolubles en agua, la formación de complejos de inclusión con las distintas
ciclodextrinas se pone de manifiesto por la aparición de las bandas de absorción
características de estas moléculas en la región Uy-VIS. No obstante, estos datos han de
evaluarse a la luz de los resultados obtenidos mediante otras técnicas instrumentales, ya
que si bien para la mayoría de los autores la espectrofotometría de absorción UV-VIS puede
ser una prueba definitiva de la formación de complejos de inclusión, hemos de tener en
cuenta que se puede producir la solubilización de las moléculas de retinoide, por acción de
las ciclodextrinas presentes en la solución, sin que se haya producido un verdadero
proceso de inclusión. En este caso obtendríamos igualmente un espectro de absorción UV-
VIS de características semejantes a las del retinoide disuelto en solventes orgánicos.
Para otros autores, la justificación de la formación del complejo es que, además de
lo anteriormente mencionado, se produzcan desplazamientos de los máximos de absorción
con respecto a los que se observan en disolventes orgánicos. En nuestro caso se aprecian
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desplazamientos batocrómicos de dichos máximos de absorción, aunque pensamos que
estos saltos pueden atribuirse también a efectos de la variación de la polaridad del
disolvente. Por otra parte, si se producen desplazamientos de los máximos de absorción
como consecuencia de la variación de la polaridad del entorno, el hecho de que en las
soluciones de los complejos de retinoide/CD se obtengan unos máximos de absorción
similares que los que se obtienen en disolventes orgánicos <retinal en agua:
Amax = 366 nm, retinal en etanol: ,4 max = 380 nm, retinal/B-CD: A max = 380 nm) constituye
una prueba de que las moléculas de retinoide se hallan en un entorno de polaridad inferior
al agua y muy semejante a la del etanol.
Los datos espectrofotométricos permitieron estudiar la evolución de los complejos
de inclusión con el tiempo, y demuestran que una vez formado el complejo, la absorbancia
no varía durante periodos de tiempo relativamente largos. Por tanto, estas moléculas lábiles
son estables como resultado de la protección que aporta la cavidad de las ciclodextrinas.
Con todos estos resultados decidimos emplear otras técnicas instrumentales para
poner de manifiesto la formación del complejo. La espectrofluorimetria es muy versátil al
igual que la espectrofotometría de absorción Uy-VIS. Sin embargo, alguno de los retinoides
objeto de estudio presentan la característica de no ser luminiscentes a temperatura
ambiente. Dado que en los últimos años las ciclodextrinas, al igual que las micelas, se han
empleado como sistemas que permiten observar fosforescencia a temperatura ambiente,
la formación de complejos de inclusión retinoides/ciclodextrinas debe permitir observar
luminiscencia para aquellas moléculas que no lo sean, o bien un incremento en la
fluorescencia nativa de aquellas que lo son. En nuestro caso, se observó luminiscencia para
todos los retinoides estudiados y su intensidad varió mucho, dependiendo de la
ciclodextrina empleada en la experiencia.
Centrándonos entonces en el todo-trans retinal, que es una molécula que no es
fluorescente a temperatura ambiente, a diferencia del acetato de retinilo y el retinol que
presentan fluorescencia en disolventes orgánicos, se observa emisión fluorescente con
todas las ciclodextrinas estudiadas. Las intensidades de fluorescencia detectadas son más
altas para los complejos de retinal/f&-CD y retinal/HPI3-CD. Las intensidades más bajas se
obtienen, por regla general, en el caso de la a-CD y la TMB-CD. Cabe esperar que en los
casos de la rA-CD y la HPIS-CD se produzca la inclusión a través del anillo de ciclohexeno,
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que es el extremo apolar de la molécula y que además se ajusta mejor a las dimensiones
de la cavidad de la l~-CD, como se puede apreciar en la FIGURA 197 donde los cálculos
matemáticos sobre modelos moleculares muestran que la inclusión está favorecida para
el anillo de ciclohexeno. Cuando en el espectro de absorción UV-VIS de los complejos de
retinal con lA-CD e HPB-CD, aparecen unos pequeños picos que se correlacionan con las
posiciones de los picos que aparecen en el espectro de excitación fluorescente de los
complejos de retinal con la 13-CO y la HPIA-CD, la fluorescencia obtenida es más intensa y
este hecho puede atribuirse a que la acomodación de la molécula de retinal en la cavidad
de la ciclodextrina es la más ajustada y constreñida debido a sus características
geométricas. Este hecho sólo se observó en el caso complejos formados entre estas dos
ciclodextrinas con el retinal y con el acetato de retinilo.
Los valores tan bajos de intensidad de fluorescencia que se obtienen para los
complejos con TMIS-CD y a-CO podrían explicarse si se considera que los retinoides entran
en la TMIS-CD, al igual que en la a-CD, por el extremo polar de la cadena, quedando
incluida una parte de la misma. Esto ocurriría así, porque la cadena es más estrecha que
el anillo y puede salvar el impedimento estérico que crean los sustituyentes metflicos sobre
los -OH secundarios en el caso de la TM13-CD y la menor dimensión de la cavidad de la a-
CD. En el caso de los retinoides de disposición todo-trans <FIGURA 198), la facilidad para
que la cadena entre, sería equivalente a su capacidad de salida y por tanto el resultado final
sería que la fracción de moléculas incluidas o solubilizadas es pequeña, por lo que el
espectro de absorción UV-VIS no muestra la banda característica del compuesto
solubilizado. El comportamiento del 9-cis retinal con respecto a la inclusión, difiere
apreciablemente del resto de los retinoides, debiéndose probablemente a su disposición
espacial <FIGURA 199>. Asíesta molécula penetraría igualmente por el extremo polar junto
con parte de la cadena, quedando incluida de forma estable, gracias a las interacciones
surgidas entre el anillo de ciclohexeno y la superficie externa de la ciclodextrina (FIGURA
71>.
Para el isómero 1 3-cis, el comportamiento con respecto a la inclusión es más
parecido al del isómero todo-trans que al del isómero 9-cis, (o cual puede explicarse
teniendo presente su disposición espacial (FIGURA 200>.
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FIGURA 198: Modelo molecular del todo-trans retinal: (A) disposición espacial (8) considerando los radios
de Van der Waals.
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FIGURA 200:
Van der Waals.
Modelo molecular del IS-cis retinal: (A) disposición espacial (8) considerando los radios de
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Los espectros de absorción UV-VIS muestran en el caso de la y-CD, que se produce
una buena solubilización de los distintos retinoides. Sin embargo, debido al mayor tamaño
de su cavidad, si se compara con la l3-CD, las moléculas de retinoide gozan de libertad para
entrar y salir de la misma y al mismo tiempo para rotar libremente en el interior de la
cavidad, lo que explicaría la disminución en las señales de fluorescencia observadas en los
complejos de v-CD.
En el caso del acetato de retinilo que presenta una débil fluorescencia nativa y por
tanto se pueden apreciar mejor los desplazamientos originados como consecuencia del
proceso de inclusión; se observa una mayor resolución en los espectros de excitación y de
emisión fluorescente al formarse los complejos de inclusión y además se obtienen máximos
de emisión diferentes según la ciclodextrina empleada.
Al igual que las ciclodextrinas, los medios micelares se han utilizado desde el punto
de vista analítico para mejorar las determinaciones cuantitativas de moléculas orgánicas
por espectrofluorimetría. Ello se debe a que se produce un incremento en la intensidad de
fluorescencia como consecuencia de la protección del estado excitado de la molécula del
medio acuoso externo y de los posibles “quenchers” que en él se encuentran.
Por otra parte, es bien conocido que los tensoactivos actúan como agentes
solubilizantes de moléculas hidrófobas. Por tanto, teniendo en cuenta las características
de polaridad de los retinoides y considerando la fácil desactivación del estado excitado en
aquellos retinoides que son fluorescentes, se llevó a cabo el estudio de la influencia de los
medios micelares (aniónicos, catiónicos y no iónicos) sobre la luminiscencia de estos
compuestos. Por todo ello, se comparó la luminiscencia de los complejos de inclusión con
CD con la obtenida en el seno de medios micelares.
La presencia de los tensoactivos seleccionados permitió observar la fluorescencia
de los distintos retinoides estudiados. Con algunos tensoactivos y para algunos retinoides
(retinal> la intensidad de fluorescencia fue muy similar a la observada en el caso de la l3-CD
y la HPIA-CD. Este hecho puede atribuirse a la protección del estado excitado que
proporcionan las micelas, así como a la buena solubilización que se produce para unas
moléculas tan hidrofóbicas. A pesar de esta buena solubilización, con otros retinoides
(ácido retinoico> no se obtuvo una notable intensidad de fluorescencia, lo cual puede
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atribuirse al hecho de que las micelas son un sistema dinámico y de igual forma que la
solubilización de los retinoides se produce más fácilmente que en el caso de las
ciclodextrinas, la salida de las moléculas de la fase apolar de las micelas es también más
sencilla.
Del estudio de los espectros de absorción IR se constatan modificaciones en el perfil
espectral, como consecuencia del proceso de inclusión del retinal en la ciclodextrina. Estos
desplazamientos son especialmente marcados para la banda del carbonilo, característica
del retinal. Se observa un desplazamiento muy claro de esta banda para el complejo si se
compara con el retinal puro y un menor desplazamiento para la mezcla física retinal/I&-CD
con respecto al retinal.
Aunque la espectroscopia de absorción IR no es la técnica ideal para el estudio este
tipo de complejos, debido a que las alteraciones espectrales quedan ocultas por la
presencia mayoritaria de moléculas de ciclodextrina, algunos autores se basan en las
pequeñas modificaciones observadas en el espectro IR del complejo, para proponer la
existencia de un complejo de inclusión para la (¡CD y ciertos antiinflamatorios, tales corno
la indometacina y el ácido flufenámico donde la banda del carbonilo se desplaza a
frecuencias más bajas o desaparece debido al ensanchamiento de la banda.
Igualmente hemos de considerar que el desplazamiento observado en la banda del
carbonilo, para la mezcla física retinal/tA-CD, puede ser la suma de dos posibles fenómenos.
Primero, si consideramos que al preparar el comprimido de KBr de la mezcla física
retinal/B-CD, para obtener el espectro IR, hemos de aplicar con el pistilo una energía que
puede ser suficiente como para que una pequeña fracción de moléculas de retinal se
incluya en la (¡CD (de forma semejante a lo descrito en la metodología en la preparación
del complejo sólido>. Segundo debido a que la presencia de la ciclodextrina modifica el
perfil espectral por “efecto de la concentración’t.
En el caso del complejo aislado, el desplazamiento de la banda del carbonilo es lo
suficientemente significativo como para suponer la existencia de un complejo de inclusión,
reflejándolo así numerosos trabajos de la bibliografía consultada. No obstante decidimos
continuar la caracterización del complejo de inclusión aislado mediante otras técnicas que
proporcionen mayor información sobre el proceso de inclusión.
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Como se ha comentado en el apartado ll.B.3.3.7.3.4.4., la 1H-RMN es una técnica
muy valiosa en el estudio de complejos de inclusión con ciclodextrinas, dado que la
inclusión de la molécula huésped altera los valores de desplazamiento químico de los
protones de la CD orientados hacia el interior de la cavidad (H
3 y H5>. Los espectros de
1H-RMN de los distintos complejos estudiados en D
20, ponen de manifiesto la existencia
de un complejo de inclusión mediante las modificaciones que se observan en el perfil
espectral, así como por las variaciones en el valor de 6 para los distintos protones. Así
pues, se producen AS de 0’O1 ppm para el protón H5 orientado hacia el interior de la
cavidad. En el caso de las señales correspondientes al H3, se produce un A6 de O’04 ppm
(TABLA V>. Sin embargo esta variación ha de considerarse con ciertas reservas ya que los
valores correspondientes a los protones H3 aparecen enmascarados por otras señales. En
cualquier caso, la variación en el valor de 6 de los protones orientados hacia el interior de
la cavidad constituye una prueba de que la molécula huésped se ha alojado en el interior
de la CD. Estos desplazamientos se observan de forma aún más marcada en el caso del
complejo aislado y disuelto en DMSO.
Dado que la modificación más importante y que es perceptible en nuestrás
condiciones experimentales se produce para el protón H5 en el caso del complejo aislado,
podemos intuir que el retinal se encuentra alojado en el interior de la cavidad de la CD. Es
muy probable que se produzcan modificaciones similares para el H.> pero en nuestras
condiciones experimentales no pudieron detectarse, debido a que queda solapado con otras
señales. No obstante este hecho constituye una prueba inequívoca de la formación del
complejo de inclusión. Además, se modifica de forma notable el valor de la constante de
acoplamiento, pasando de un valor J = 1 2’34 Hz para la solución de (¡CD pura a un valor
de J = 5’62 Hz para el complejo retinal/l3-CD. El hecho de que la inclusión afecte al valor
de J implica que la estructura del anillo de ciclodextrina se deforma, como consecuencia
del proceso de inclusión. Los resultados anteriores se confirman por los datos obtenidos
por
13C-RMN, donde si bien las variaciones numéricas del valor de 6 son mayores, resultan
ser del mismo orden que las observadas para 1H-RMN, considerando que la amplitud de
las escalas de ambos registros espectrales.
Los resultados obtenidos del estudio por termogravimetría y termogravimetría
diferencial, vienen a corroborar lo anteriormente expuesto. Así, mientras que para el
complejo se produce una pérdida lenta y paulatina de masa hasta que se alcanza la
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temperatura de descomposición de la ciclodextrina <~ 300W), en el caso de la mezcla
física se producen pérdidas de masa a temperaturas inferiores a 100W, atribuibles a la
descomposición del retinal y a la pérdida de agua de cristalización de las ciclodextrinas.
Los resultados obtenidos en el cálculo de la estequiometria de los distintos
complejos indican que ésta es variable. Cabría esperar que la estequiometría fuese 1/1 y
sólo en los casos donde la molécula que se va a incluir fuese extremadamente hidrófoba
se obtuviesen complejos de estequiometria 1:2 (RICO>, incluyéndose el extremo de
ciclohexeno en una de las ciclodextrinas y el otro extremo polar <alcohol, carbonilo, ácido)
en otra CD. Sin embargo este hecho no es siempre así, ya que el ácido retinoico que es la
molécula más polar de todas las estudiadas muestra una estequiometría 1:2 (RICO>. Las
gráficas obtenidas demuestran que en muchos casos la relación estequiométrica es 1:1.
Sin embargo también se producen asociaciones 1:2 (RICD). Dado que en muchos casos
el ajuste de los puntos no es todo lo bueno que se pudiera desear, y analizando los
resultados punto por punto, podría pensarse en la existencia de complejos en solución de
estequiometría diferente, estando favorecida la relación estequiométrica 1:1 a bajas
concentraciones de CD. Por el contrario cuando la concentración aumenta se producirí~
una complejación favorable de estequiometría 1:2 (R/CD) que coexiste con una fracción
de moléculas de retinoide que mantiene su estequiometría inicial.
De forma paralela se calcularon las constantes de asociación para los complejos de
retinoide con 13- y HPIL-CD. Considerando los resultados obtenidos en los cálculos
estequiométricos y dado el exceso de CD que se pone en solución, se realizaron los
cálculos (1/A frente a lIC2> para las constantes de asociación, considerando que la
estequiometría es 1:2 <RICO> puesto que nos hallamos en las condiciones en las que
suponemos que es más probable que se originen complejos de esta estequiometria.
Las constantes más elevadas se obtienen para el todo-trans retinal, seguido de sus
isómeros (9-c/s y 13-c¡s). Dado que estos isómeros forman complejos de inclusión muy
estables con esta CD parece que la distinta geometría molecular de los tres no es el factor
determinante en el proceso de inclusión, ya que probablemente la inclusión se realiza por
el anillo de ciclohexeno. En el caso del 9-cis retinal no se llevó a cabo el cálculo de la
constante de asociación con la HPI3-CD, debido a la imposibilidad de detectar la formación
del complejo. Considerando la disposición espacial del 9-cis retinal y teniendo en cuenta
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que la cavidad de la HP13-CD es mucho más alargada que la de la B-CD, debido a la
sustitución por los grupos hidroxipropilo, es muy probable que resulte estéricamente
impedida la formación del complejo de inclusión para este isómero. Así pues, en las
distintas experiencias encaminadas a la formación del complejo de este isómero con HPI3-
CD no se obtiene resultado alguno.
Si comparamos los valores de las constantes obtenidas para los derivados (retinal,
ácido retinoico y acetato de retinilo> en disposición todo-trans, las citadas constantes de
asociación son menores para la HPB-CD que para la 13-CO, en todos los compuestos. Ello
implica que existe una mayor afinidad de la 13-CO por estas moléculas. Esta diferencia de
comportamiento podría explicarse mejor considerando el balance hidrofilia/lipofilia de los
retinoides que sobre consideraciones geométricas.
Los valores de las constantes de afinidad para la (¡CD y los distintos retinoides
todo-trans son distintos, por ello si la parte incluida es análoga en todas las moléculas hay
que buscar la causa de esta diferencia en el grupo funcional característico de cada una de
ellas y a la polarizabilidad de la molécula. Este grupo es el origen de diferencias apreciables
en la solubilidad de los mencionados retinoides y como para que se produzca la inclusión,
las moléculas adheridas a la pared del matraz, han de pasar a la solución antes de incluirse,
aquellos derivados que sean menos hidrosolubles tenderán a incluirse con mayor fuerza en
la cavidad hidrofóbica, pero también tendrán una mayor dificultad para acceder a la
solución acuosa y posteriormente formar el complejo. Así se explica la variabilidad de los
resultados a la hora de obtener el complejo, ya que entran en juego dos procesos
competitivos, en donde parece que la polaridad es el factor determinante. Se puede
observar una relación lineal entre el logaritmo de las constantes de asociación para los
complejos formados con la lS-CO y el valor de la refracción molar de los retinoides, lo cual
indica que la polarizabilidad juega un papel importante en el proceso de inclusión
Para la HPIS-CD, los valores de las constantes de asociación son aproximadamente
dos órdenes de magnitud menores que los obtenidos para los respectivos complejos con
13-CO. Teniendo presente que la HPB-CD es más hidrosoluble y que su cavidad es menos
apolar, la fuerza del enlace en las proximidades del radio de Van der Waals puede ser
menor, lo que explica que la tendencia a la inclusión sea más baja.
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Los análisis de los complejos de retinoides/CD por HPLC demuestran que tras la
formación de complejos de inclusión aparecen algunos isómeros en solución, siendo el más
favorecido el isómero 1 3-cis, tanto en presencia de ciclodextrinas como de tensoactivos.
La presencia de este isómero puede atribuirse a la diferencia de tiempo de preparación de
las soluciones en los medios organizados si se comparan con los medios homogéneos, ya
que en las 24 horas necesarias para la preparación de los complejos o de las soluciones
micelares puede producirse la reacción de isomerización no inducida por vía radiante.
Tras la irradiación de las soluciones, la transformación del todo-trans retinal en sus
correspondientes fotoisómeros es menor en el caso de las ciclodextrinas y donde se
obtiene menor porcentaje de fotoisomerización es en el caso del hexano. Si se compara la
transformación del todo-trans retinal en los distintos medios con el tiempo, puede
apreciarse que la fotoisomerización es mucho más apreciable en el seno de los medios
micelares, seguido de los disolventes y finalmente la menor transformación se produce en
el caso de las ciclodextrinas.
Del estudio de estos resultados puede deducirse que las ciclodextrinas son lós
sistemas que impiden de forma más eficaz el proceso de fotoisomerización. Esta afirmación
puede explicarse si se considera que en el complejo de inclusión, la libertad de rotación de
la molécula de retinal está dificultada debido al medio constreñido que la envuelve. Sin
embargo, en las micelas, que pueden considerarse como sistemas dinámicos, donde la
inclusión de la molécula en la capa apolar interna es menos fija, la capacidad de rotación
de la molécula de retinal no está impedida, lo cual explica que la fotoisomerización
transcurra sin dificultad. No obstante en este caso de las micelas, la fotoisomerización es
más fácil que en hexano y semejante a la que se produce en el caso del etanol o el
acetonitrilo. Ello puede explicarse si se tienen en consideración las características de
polaridad del entorno.
En el caso del ácido retinoico, los resultados obtenidos en fase normal indican que
al igual que para el retinal, el proceso de fotoisomerización se produce en el seno de los
medios acuosos micelares, seguido de los medios homogéneos y son las ciclodextrinas las
que proporcionan una mayor protección, al obtenerse las menores reducciones en el
porcentaje de isómero todo-trans tras la irradiación.
386 Discusión Final
Los resultados obtenidos tras la separación en fase inversa, demuestran que la
mayor protección la proporcionan las ciclodextrinas, seguida de los medios micelares y es
en etanol donde la fotoisomerización está más favorecida. Puesto que las condiciones de
irradiación fueron siempre las mismas, la formación de isómeros también debe ser
semejante, independientemente de que para su separación se emplee fase inversa o fase
normal. Por tanto si los resultados difieren, es consecuencia del medio elegido para la
separación. A la luz de estos resultados parece que la fase inversa es la más apropiada
para la cuantificación, y según ésto, los medios organizados <ya sean micelas o
ciclodextrinas> proporcionan una protección mejor que los disolventes homogéneos
(etanol), donde la molécula puede rotar libremente.
La formación de complejos de inclusión con ciclodextrinas permite la cuantificación
de los distintos derivados estudiados, con la excepción del retinol. Así, tanto el ácido
retinoico como el acetato de retinilo y el retinal, presentan una buena correlación lineal con
coeficientes de correlación superiores a O’99. En el caso del retinol, se realizaron sin éxito
ensayos con la l3-CD y la HPI3-CD, no observándose en ningún caso correlación lineal, no
pudiéndose por tanto lograr una cuantificación del mismo en presencia de ciclodextrina.
De los resultados obtenidos se desprende que la formación de complejos de
inclusión con ciclodextrinas, puede constituir una alternativa eficaz para la determinación
de estos compuestos en medios acuosos, lo cual posee gran interés desde el punto de
vista biológico. Los resultados, en el caso del acetato de retinilo, el ácido retinoico y el
retinal así lo demuestran, ya que la regresión lineal es buena y la formación de los
complejos, en estas condiciones experimentales, es reproducible. Hemos de considerar que
el método conlíeva la cuantificación en soluciones acuosas, pero como desventaja implica
una metodología tediosa <24 horas para la preparación del complejo) lo cual disminuye la
versatilidad del método propuesto. Sin embargo, la determinación alternativa de estos
compuestos en medios orgánicos va acompañada de laboriosos procedimientos de
extracción, con las consiguientes pérdidas de analito, consumo de tiempo y disolventes por
lo que desde nuestro punto de vista, la formación de complejos con ciclodextrinas, puede
constituir una alternativa valiosa para la determinación de los mismos.
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y. CONCL USIONES

V. CONCLUSIONES
1.Las distintas técnicas instrumentales empleadas en este estudio <espectrofotometría
de absorción Uy-VIS, espectroscopia de fluorescencia molecular,
espectrofotometría de absorción IR, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear y métodos térmicos>, ponen de manifiesto la existencia de complejos de
inclusión entre retinal, retinol, acetato de retinilo y ácido retinoico, con distintas
ciclodextrinas.
2. La estabilidad en el tiempo de los complejos de inclusión con ciclodextrinas, que
pudo seguirse mediante espectrofotometría de absorción UV-VIS y
espectrofluorimetría, demuestra que la cavidad apolar de las ciclodextrinas
constituye un medio que evita la degradación de estas moléculas extremadamente
lábiles.
3. La utilización de tensoactivos y ciclodextrinas permite observar luminiscencia a
temperatura ambiente del retinal y del ácido retinoico, y mejora la del retinol y el
acetato de retinilo en soluciones acuosas, gracias a la protección que aportan estos
medios a los estados excitados de dichas moléculas.
4. De los resultados experimentales se deduce que el modo de inclusión más
favorecido es aquel en el que el anillo de ciclohexeno penetra en la cavidad de las
ciclodextrinas, si bien en el caso del 9-cis retinal, la inclusión puede producirse por
el extremo polar de la cadena.
5. La 13-CO y la HPIS-CD son las ciclodextrinas que originan complejos de inclusión con
mejores repercusiones analíticas, aunque también se obtienen complejos con la
a-CD, la y-CO, la dimetil-13-CD y la trimetil-l3-CD. Los distintos retinoides estudiados
forman complejos de inclusión con la 13-CO y la HP13-CD de estequiometria 2:1
<CD/R), los cuales coexisten en solución junto con los de estequiometría 1:1.
6. Los complejos de inclusión con la 13-CD y la HPrA-CD presentan constantes de
asociación elevadas, como corresponde a moléculas hidrofóbicas, siendo las
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constantes de asociación para los complejos con la 13-CD alrededor de dos órdenes
de magnitud mayores que las obtenidas en el caso de la HP13-CD.
7. Los análisis realizados por HPLC revelan que tras el proceso de inclusión apenas se
produce isomerización. Los fotoproductos obtenidos por irradiación de los
complejos de inclusión, analizados por HPLC, ponen de manifiesto que la protección
que ofrece el entorno apolar y la rigidez de la cavidad de las ciclodextrinas dificulta
el proceso de fotoisomerización.
8. La formación de complejos de inclusión con ciclodextrinas permite la determinación
cuantitativa de retinoides en soluciones acuosas, lo cual posee gran interés desde
el punto de vista biológico.
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y. CONCLUSIONS
1. Les différentes techniques instrumentales employées dans cette étude
(spectrophotométrie d’absorption UV-VIS, spectrofluorimétrie, spectrophotométrie
d’absorption IR, résonance magnétique nucléaire et méthodes thermiques) mettent
en évidence l’existence de complexes d’inclusion entre plusieurs cyclodextrines et
le rétinal, le rétinol, ‘acétate de rétinyle et ‘acide rétinoYque.
2. L’étude de la stabilité des complexes d’inclusion réalisée au moyen de la
spectrophotométrie d’absorption UV-VIS et de la spectrofluorimétrie, montre que
la cavité apolaire des cyclodextrines empéche la dégradation des rétinoldes,
molécules extrémement labiles.
3. L’utilisation de tensioactifs et de cyclodextrines permet ‘observation á température
ambiante de la luminescence du rétinal et de ‘acide rétinoYque, et, améliore celles
du rétinol et de l’acétate de rétinyle en solution aqueuse gráce á la protection des
des états excités de ces molécules.
4. Les résultats expérimentaux permettent de déduire que le mode d’inclusion le plus
favorable est celui dans lequel le cyclohexéne pénétre dans la cavité des
cyclodextrines, méme si dans le cas du 9-cis rétinal, ‘inclusion peut se produire á
travers ‘extrémité polaire de la chame.
5. Bien que des complexes avec la a-, la y-, la diméthyl-13- et la triméthyl-l3-CD soient
possibles, c’est avec la (¡CD et la HPB-CD que les meilleurs résultats analytiques
sont obtenus. Pour ces derniéres des complexes de stoechiométrie 2:1 (CD/R)
coexistent en solution avec des complexes de stoechiométrie 1:1.
6. Les complexes d’inclusion avec la 13-CD et la HPB-CD présentent des constantes de
formation trés élévées, comme cela est prévisible dans le cas des molécules trés
hydrophobes. Les constantes d’association des complexes avec la 13-CD sont á peu
prés 100 fois supérieures á celles obtenues dans le cas de la HP13-CD.
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7. Les analyses par, HPLC, des photoproduits obtenus par irradiation des complexes
d’inclusion, montrent que la protection de l’environnement apolaire, ainsi que la
rigidité de la cavité des cyclodextrines, rendent plus difficile le processus de
photoisomérisation.
8. La formation de complexes d’inclusion avec les cyclodextrines permet la
détermination quantitative des rétinoides en solution aqueuse, ce qui est d’un grand
intérét d’un point de vue biologique.
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